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RESUMEN
La cavidad oral estd tapizada en todas sus areas anatdmicas por mucosa oral. La mucosa

oral esta compuesta histolégicamente por un tejido epitelial unido al tejido conectivo a
través de una membrana basal. La mucosa oral que recubre la cavidad oral humana
difiere en cuanto a sus caracteristicas funcionales y microscdpicas dependiendo del area
anatdmica en la que se encuentre. En este sentido, los estudios de caracterizacidn
histolégica de la mucosa oral que determinen las caracteristicas y diferencias
histoldgicas son escasos y se requiere su estudio en profundidad. Es por ello por lo que
en la presente Tesis Doctoral se ha realizado una caracterizacion histolégica,
histoquimica e inmunohistoquimica para determinar dichas caracteristicas y diferencias
microscopicas entre la mucosa oral paraqueratinizada (MOP) y mucosa oral
ortoqueratinizada (MOO), estudiando pormenorizadamente el tejido epitelial, la
membrana basal y el tejido conectivo subyacente que configuran la mucosa oral. La
presente Tesis Doctoral constituye un avance en el conocimiento de las caracteristicas
histolégicas de la mucosa oral humana vy, por tanto, favorecera la comprension de las
patologias que puedan afectar a la MOP y MOO. Ademas, el conocimiento histolégico
derivado de la presente Tesis Doctoral sera de gran importancia en el desarrollo de

nuevos tratamientos basados en Ingenieria Tisular y Terapias Avanzadas.

Para la realizacion de la presente Tesis Doctoral se requirié de la utilizacion de muestras
de MOP y MOO de pacientes sanos que fueron procesadas para su analisis histologico

con el objetivo de determinar las diferentes caracteristicas microscopicas entre ellas.

Los hallazgos de la presente Tesis Doctoral demostraron la presencia de diferencias
histolégicas entre la MOP y MOO. Con respecto al tejido epitelial, la MOP mostré mayor
grosor en comparacién con la MOO debido al mayor nimero de células en el estrato
espinoso. Asi mismo, se encontraron diferencias en los patrones de expresion fenotipica
de diversos marcadores analizados por inmunohistoquimica. En el tejido epitelial, se
observaron diferencias en expresién de marcadores de diferenciacion y proliferacién
celular. Concretamente, se detectd una menor intensidad de sefal de citoqueratina 10
y filagrina en las muestras de MOP, proteinas involucradas en la maduracién de las
células epiteliales, acompafiada asi mismo de un mayor nimero de células Ki67 positivas

en comparacion con la MOO. Respecto a la membrana basal, no se hallaron diferencias



entre la MOP y la MOO. Finalmente, con respecto al tejido conectivo, la MOO mostré

mayor cantidad de coldgeno y proteoglicanos que la MOP.

De este modo, los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral ponen de relieve
la importancia del conocimiento de las caracteristicas histoldgicas de la mucosa oral
masticatoria ortoqueratinizada y paraqueratinizada y fijan un nuevo estandar de calidad
para la fabricacion de mucosa oral artificial masticatoria con caracteristicas especificas

de MOP y MOO para su potencial traslacidn clinica.



INTRODUCCION

1. Cavidad oral humana
La cavidad oral humana es parte del sistema digestivo y se encuentra delimitada por los

labios en la zona anterior, por la orofaringe en la zona posterior, por el paladar duro y
blando en la zona superior y por la lengua y suelo de la boca en la zona inferior. Ademas,
la cavidad oral contiene 32 dientes, que en conjunto pueden denominarse piezas

dentales, todos ellos unidos a la encia [1, 2].

Funcionalmente, la cavidad oral forma parte del sistema estomatognatico, el cual se
encarga de integrar y coordinar las estructuras dseas, musculares, nerviosas, dentales y
glandulares con el fin de llevarse a cabo las funciones iniciales de la digestion. Las etapas
de la digestién son la masticacion, la salivacion, la degustacién, la degradaciéon de
carbohidratos y la deglucidn del alimento [2]. Adema3s, la cavidad oral también participa
en otras funciones como son la respiracién, el bostezo, la tos, el estornudo, el vdmito,
la modulacién fonética y la gesticulacidn bucofacial. En este sentido, la cavidad oral estd
compuesta por diversos érganos como los labios, el suelo de la boca, las mejillas, la
lengua, los dientes, la encia, el paladar duro y el paladar blando. Todos los érganos
encontrados en la cavidad oral participan en el proceso inicial de la digestion formando
parte esencial del proceso de masticacidén. El proceso de masticacion tiene como
objetivo principal llevar a cabo tanto la digestion mecdnica como la quimica del
alimento. La digestidn mecanica consiste en la formacidn del bolo alimenticio por la
accion de las piezas dentales mientras que la digestion quimica es llevada a cabo por la
secrecidn de las enzimas de la saliva por las glandulas submandibulares y sublinguales
sobre el alimento [2, 3]. El proceso de masticacion inicia con las piezas dentales que
cortan y trituran el alimento en pequefos fragmentos, tamafio adecuado para que se
dé la digestidn. A su vez, la lengua va comprimiendo y presionando el alimento contra
el paladar duro, dando lugar a la formacién del bolo alimenticio. Ademas, la lengua
participa en el proceso sensorial gustativo al contener botones y papilas gustativas, y en

la fonacién. Finalmente, el paladar duro y el paladar blando actuan como barrera



mecanica separando a la cavidad oral del sistema respiratorio, y, por ende, permiten

comer y respirar de manera independiente [3] (Figura 1).

Labio superior

Paladar duro

Paladar blando

Labio inferior

Figura 1. Esquema ilustrativo de la cavidad oral humana. En la imagen se muestran los distintos érganos que forman
parte de la cavidad oral. Figura disefiada con el software BioRender.

2. Mucosa oral humana
En este apartado se describira de una manera breve y concisa las caracteristicas

histolégicas propias de la mucosa oral humana. Se comenzara con una descripcion

general de la mucosa oral humana para posteriormente describirla en profundidad.

2.1 Histologia general de la mucosa oral humana
Todos los érganos que forman parte de la cavidad oral se encuentran tapizados por

mucosa oral. Histolégicamente, la mucosa oral humana estd compuesta por dos tejidos
de diferente origen embriolégico, un tejido epitelial formado principalmente por células
epiteliales de origen ectodérmico, y un tejido conectivo subyacente formado
principalmente por fibroblastos de origen ectomesenquimatico. Tanto el tejido epitelial
como el tejido conectivo se mantienen sinérgicamente anclados y unidos por una
membrana basal, y, a su vez, ambos tejidos son unidos a otros tejidos circundantes

mediante la submucosa [4, 5] (Figura 2).



Figura 2. Imagen histoldgica de microscopia 6ptica de la estructura tipica de la mucosa oral humana tefiida con
hematoxilina-eosina. En la parte superior de la muestra se observa el tejido epitelial (TE) de caracter baséfilo unido
al tejido conectivo (TC) subyacente de caracter acidéfilo mediante la membrana basal. Barra de escala: 100 um.

2.2 Tejido epitelial de la mucosa oral humana
En los siguientes apartados, se describira de manera concisa las generalidades,

funciones, composicién y organizacién del tejido epitelial de la mucosa oral humana.

2.2.1 Generalidades y funciones del tejido epitelial
El tejido epitelial es aquel que se encuentra tapizando la cavidad oral partiendo en

embriogénesis del ectodermo. Ademads, se encuentra en intimo contacto con la
superficie libre de la cavidad oral siendo un tejido avascular compuesto
mayoritariamente por células que recubren y tapizan las superficies externas del
organismo, asi como las cavidades y conductos internos cerrados. Funcionalmente, el
tejido epitelial ejerce como barrera natural y estructural que protege contra el estrés
mecanico como es el caso del movimiento masticatorio y la entrada de sustancias
externas o microorganismos patogenos. A su vez, el tejido epitelial tiene la capacidad de
servir como una barrera impermeable que evita la pérdida de fluidos del interior del

organismo. Por otro lado, el tejido epitelial participa como porcidon secretora de las



glandulas salivares y en la recepcidn sensorial del gusto debido a células epiteliales

especializadas localizadas en las papilas gustativas [2, 3].

2.2.2 Composicion y organizacion del tejido epitelial
En este apartado se describirdn los diversos tipos celulares existentes en el tejido

epitelial, profundizando en el grupo mayoritario, las células epiteliales, cuya

proliferacion da lugar a la organizacion del tejido epitelial en diferentes capas epiteliales.

De manera genérica, el tejido epitelial esta compuesto aproximadamente en un 90% por
células epiteliales y en un 10% por un grupo minoritario de células no epiteliales. El
grupo de células minoritarias a su vez se puede clasificar en células permanentes, que
conforman el 9% del total, y células transitorias, que conforman el 1% restante [2]. Pese
a que las células no epiteliales son cuantitativamente secundarias, desempefian
funciones tan importantes como la proteccién contra los efectos nocivos de la luz
ultravioleta y la proteccion inmunoldgica en el propio tejido epitelial. Mas
concretamente, dentro de las células permanentes se encuentran los melanocitos, las
células de Langerhans y las células de Merkel. Los melanocitos se encargan de
amortiguar el efecto negativo de la luz ultravioleta, las células de Langerhans de
presentar antigenos en los nédulos linfaticos para dar lugar a la respuesta inflamatoria
y las células de Merkel de la transduccion de sefiales mecano-sensitivas vy
neuroendocrinas [6-8]. Por otro lado, dentro de las células transitorias se encuentran
monocitos, linfocitos y granulocitos que forman parte de la respuesta inflamatoria ante

patdégenos externos y participan ademas en la reparacion y regeneracion de tejidos [9].

Sin embargo, pese a la importancia de las células no epiteliales debido a la funcién que
cumplen, se describirdn profundamente las células epiteliales que componen el 90%
restante del total celular. En este sentido, las células epiteliales se encuentran
estrechamente unidas entre si dando lugar al tejido epitelial. Una de las principales
funciones de las células epiteliales es la de crear las diferentes capas del tejido epitelial
comenzando desde la capa mas profunda denominada estrato basal, hasta las capas mas
superficiales denominadas en conjunto estratos suprabasales y mas concretamente,
estrato espinoso, estrato granuloso y estrato superficial [2, 10] . Ademads, una de las
principales caracteristicas de las células epiteliales es que se ven sometidas

constantemente a un proceso de queratinizacion a medida que van ascendiendo por las



diferentes capas del tejido epitelial [11, 12]. El proceso de queratinizacidn consiste en la
expresion y ensamblaje de unas proteinas que forman parte del citoesqueleto de las
células epiteliales denominadas citoqueratinas (CK). Las CK son proteinas de filamento
intermedio cuyos polipéptidos se clasifican en CK del tipo | y CK del tipo Il atendiendo al
peso molecular y punto isoeléctrico. Las CK del tipo | son aquellas que poseen un punto
isoeléctrico acido y varian desde los 40 hasta los 56,5 kilodaltons (KDa) encontrandose
en dicho grupo la CK9, CK10, CK11, CK12, CK13, CK14, CK15, CK16, CK17, CK18, CK19y
CK20. Por otro lado, las CK del tipo Il son aquellas con un punto isoeléctrico basico y un
peso molecular que ronda entre los 52 a los 67 KDa encontrandose en este grupo la CK1,
CK2, CK3, CK4, CK5, CK6, CK7 y CK8 [13, 14]. Como regla general, los polipéptidos de CK
se ensamblan en parejas especificas, concretamente, un polipéptido de CK del tipo | se
alinea y se ensambla con un polipéptido de CK del tipo Il dando lugar a un heterodimero.
Consecuentemente, tiene lugar una alineacién y asociacion de dos heterodimeros,
dando lugar a tetrameros. A su vez, los tetrdmeros siguen uniéndose entre ellos
formando protofilamentos cuya asociacién dan lugar al filamento intermedio de
gueratina (FIQ), que puede llegar a tener entre 20000 y 30000 polipéptidos de CK. Todo
este proceso de ensamblaje comienza en la envoltura nuclear siguiendo la elongacién
del FIQ en el citoplasma y en la membrana plasmatica [14]. Ademads, son diversas las
funciones que cumplen las CK en las células y se pueden clasificar en funciones mecano-
estructurales y en no mecanicas. Dentro de las funciones mecano-estructurales destaca
la influencia de las CK en la arquitectura, asi como en la polaridad y forma celular de las
células epiteliales ya que las CK proveen un andamio a las células epiteliales y a los
tejidos donde se expresan para soportar y amortiguar el estrés mecanico y la presién
hidrostatica manteniendo la integridad celular [14]. Ademas, las CK permiten la union
permanente entre células epiteliales adyacentes mediante uniones complejas por
desmosomas que favorecen la union de las CK de una célula epitelial con su propio
citoesqueleto y con otra CK de su célula vecina aumentando asi la resistencia mecdnica
del tejido epitelial. Por otro lado, las funciones no mecanicas llevadas a cabo por las CK
son la sefializacion, compartimentalizacidn, transporte y diferenciacion celular. Un claro
ejemplo es la influencia de las CK en la actividad mitdtica y proliferacién de las células
epiteliales ya que se ve controlada por la expresion de CK5 y CK14 que aumenta el estado

proliferativamente activo de las células epiteliales, mientras que la expresion de CK10



produce el efecto contrario dando lugar a una inhibicién de la proliferacion celular [15].
Otro ejemplo es el de la expresiéon de CK17, que puede regular la sintesis proteica y el
crecimiento celular en tejidos epiteliales dafiados al unirse a moléculas sefializadoras
[15] (Figura 3). Dadas las diversas funciones que cumplen las CK en el tejido epitelial,
estudios recientes en mucosa oral han reportado la importancia del andlisis de las CK y
del patrén de expresion de CK en el tejido epitelial para el correcto entendimiento y

caracterizacion de la mucosa oral humana y artificial producida por Ingenieria Tisular.

Estrato ™
superficial
B K1, CK10, CK13,
Estrato cK17
granuloso
CK2, CK11
Estrato
espinoso
CK1, CK6, CK10,
CK13, CK16, CK17
= CKS, CK14,
Estrato cK19
basal
Célula basal ascendiendo  CClula basal S e
, en mitosis
hacia el estrato espinoso

Figura 3. Representacion ilustrada de los diferentes estratos del tejido epitelial. En la imagen se pueden observar los
estratos comenzando desde el mas profundo (estrato basal) hasta el mas superficial (estrato superficial) con el patrén
de expresidn de CK caracteristico de cada estrato del tejido epitelial. Imagen adquirida y modificada de Gémez ME,
Campos A. Histologia, Embriologia e Ingenieria Tisular Bucodental. 42 ed: Panamericana; 2019.

A medida que las células epiteliales del estrato basal comienzan a proliferar y a ascender
por el tejido epitelial, sufren una transformacion fenotipica marcada por su morfologia
celular y por la expresidon de diferentes CK y proteinas a través de las diferentes capas
del tejido epitelial, desde la mds profunda a la mas superficial. Concretamente y en este
orden, son el estrato basal, el estrado espinoso, el estrato granuloso y el estrato
superficial. Como se ha comentado anteriormente, las células epiteliales comienzan a
proliferar activamente en el estrato basal, a partir del cual van ascendiendo a estratos
mas superficiales por la fuerza de empuje originada por la proliferacién y generacion de

nuevas células epiteliales del estrato basal. Respecto a esto, el estrato basal estd



formado por una capa de células epiteliales cubicas o cilindricas con nucleo redondo u
ovalado y citoplasma altamente baséfilo, indicador de una gran actividad metabdlica
dedicada a la sintesis proteica. Asimismo, cabe destacar el estado proliferativamente
activo de las células epiteliales del estrato basal predominando su capacidad mitética
gracias a la acciéon de moléculas sefalizadoras producidas por el continuo flujo
multidireccional entre las células epiteliales y los fibroblastos del tejido conectivo
subyacente [1, 2]. La alta capacidad proliferativa de las células epiteliales de la mucosa
oral humana puede ser detectada mediante técnicas inmunohistoquimicas con los
marcadores nucleares Ki67, p63 y PCNA. Ademads, el proceso de proliferacion y
diferenciacidn celular es determinado por la expresion de CK especificas en el estrato
basal como la CK5 y la CK14. Por tanto, las células epiteliales del estrato basal tienen
como funcién principal asegurar la autorrenovacion del tejido epitelial y la
reepitelizacién [12, 16], procesos que se llevan a cabo gracias a la migraciéon y
diferenciacion de las células epiteliales del estrato basal. Sin embargo, las células basales
también producen diferentes moléculas de sefalizacién, como son la interleuquina-1
(IL-1) y la interleuquina-8 (IL-8), que activan la proliferacion y la sintesis de proteinas
tales como el colageno |, prostaglandinas y metaloproteinasas en los fibroblastos del

tejido conectivo subyacente [17, 18] (Figura 4).

Por otro lado, las células epiteliales del estrato basal no se disponen linealmente, sino
de una manera especifica, haciendo que surjan del tejido epitelial unas proyecciones en
forma de invaginaciones hacia el tejido conectivo denominadas crestas epiteliales que
se encuentran en estrecho contacto con las papilas coriales del tejido conectivo que
serdn descritas en apartados posteriores [19]. Las crestas epiteliales constituyen un
nicho de células madre epiteliales que permiten la autorrenovacion del tejido epitelial.
Dentro de la arquitectura de las crestas epiteliales se diferencian tres regiones en base
a la capacidad de proliferacién de las células epiteliales encontradas en cada una de las
zonas (Figura 5). En primer lugar, se encuentra una regién interpapilar debido a que se

encuentra ubicada en el estrato basal entre dos papilas coriales manteniendo estrecha
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Figura 4. Imagen representativa de microscopia dptica del estrato basal del tejido epitelial de la mucosa oral
humana teiido con hematoxilina-eosina. Las células epiteliales del estrato basal han sido sefialadas con flechas

negras (cada flecha indica una célula epitelial basal). Las células epiteliales del estrato basal se presentan en una
monocapa y tipicamente mantienen una morfologia ctbica o cilindrica. Barra de escala: 10 um.

relacion con el tejido conectivo. En esta region interpapilar residen las células madre
epiteliales cuya division celular es asimétrica, es decir, una célula madre da lugar a otra
célula madre y a otra célula epitelial diferenciada, produciéndose esta divisidon con un
movimiento en vertical en el tejido epitelial. La segunda region del estrato basal es la
regidn papilar, que como su nombre indica, es aquella con estrecha relacién con las
papilas coriales del tejido conectivo. En la regidn papilar se encuentran células que
también se dividen con un movimiento en vertical. Por ultimo, la tercera regién la
constituyen células epiteliales denominadas epibasales que residen en el estrato
espinoso de la cresta epitelial y cuyo movimiento de divisidon se da tanto en horizontal
como en vertical. Estas divisiones celulares verticales son de gran importancia ya que
son la fuerza de empuje que hace posible la renovacidn del tejido epitelial, mientras que
las divisiones horizontales provocan el aumento de grosor de la cresta epitelial [20].
Ademas de esta importante funcidn como almacén de células proliferativas, las crestas

epiteliales aumentan la superficie de intercambio de nutrientes, moléculas de
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sefializacion y sustancias de desecho entre el tejido epitelial y el tejido conectivo
subyacente. Especificamente, en la mucosa oral de aquellas zonas donde las células se
someten al estrés mecanico producido por el movimiento masticatorio, las crestas
epiteliales aumentan su longitud [21]. La morfogénesis de las crestas epiteliales
comienza en embriogénesis y se ve favorecida por el movimiento de succién del
embrion. Durante la embriogénesis temprana, el estrato basal del tejido epitelial se
presenta como una monocapa rectilinea. A medida que se desarrolla el embrion y
comienza a realizar movimientos de succidén, se activan diferentes cascadas de
sefializacion que conllevan a su vez con la activacién de la proliferacidon celular y de
enzimas en el estrato basal produciendo un remodelado de su estructura que inicia la
morfogénesis de las crestas epiteliales proyectadas hacia el tejido conectivo.
Profundamente, una de las cascadas activadas mecanicamente es la de las
metaloproteinasas (MMPs). La cascada MMPs aumenta la expresién y actividad de
enzimas como la metaloproteinasa 2 (MMP-2), la cual comienza a remodelar la matriz
extracelular del tejido conectivo liberando factores de transcripcién que aumentan la
proliferacién de células epiteliales. Este remodelado y el aumento de proliferacion
permite que las células epiteliales del estrato basal puedan avanzar en direccidn al tejido
conectivo. Paralelamente, también se activan otras cascadas como la de la proteina
quinasa extracelular (ERK) y la de la proteina C (PC), que conllevan con el aumento de la
proliferacién de células epiteliales de la regidn interpapilar al expresarse diversos
factores de expresion, y, por tanto, con el aumento de longitud de las crestas epiteliales
[21, 22] (Figura 5). Por otro lado, la disposicion de las crestas epiteliales provee una
fuerza de enclavamiento que, junto a la presencia de una membrana basal bien definida
la cual se describira en apartados posteriores, permite una uniéon permanente entre el

tejido epitelial y el tejido conectivo [19-22].
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Figura 5. Representacion ilustrada de las diferentes regiones de las crestas epiteliales determinadas por la
ubicacién de las células proliferativas. Se distinguen en rojo (1) la regién interpapilar, en verde (2) la regién papilar
y en amarillo (3) las células epiteliales epibasales. Imagen adquirida y modificada de Gémez ME, Campos A.
Histologia, Embriologia e Ingenieria Tisular Bucodental. 42 ed: Panamericana; 2019.

Siguiendo el mismo orden anterior, tras el estrato basal se encuentra el estrato
espinoso, caracterizado por poseer diversas capas de células epiteliales poligonales, de
nucleo redondo y citoplasma ligeramente basoéfilo con gran cantidad de inclusiones de
glucégeno. Las células epiteliales del estrato espinoso se encuentran estrechamente
unidas entre si gracias a unas estructuras proteicas de union intercelular denominadas
desmosomas [2]. En este sentido, los desmosomas son uniones adherentes
intercelulares, que integran mecanicamente células adyacentes gracias a los enlaces
mediados por desmoplaquina a las CK del citoesqueleto y por la accidon de cadherinas
como desmogleina y desmocolina y proteinas de placa citoplasmaticas como son la
placoglobina y la placofilina [23] (Figuras 6 y 7). Por otro lado, en el estrato espinoso las
células epiteliales comienzan a expresar gran cantidad de CK1 y CK10, altamente
relacionadas con el proceso de diferenciacidn de las células epiteliales. Las CK1 y CK10
inhiben los efectos proliferativos producidos por la CK5 y CK14 reduciendo en gran
medida su alta capacidad de proliferacién. Cabe destacar que también se expresan otras
CK como son la CK2, CK6, CK11, CK16 y la CK17. En este sentido, la CK2 y CK11 se

expresan en las capas superiores del estrato espinoso donde las células epiteliales se
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encuentran en un estado avanzado de diferenciacion. Ademas, la expresién de CK13
también es tipica de células epiteliales de las diferentes capas suprabasales del tejido

epitelial, indicando diferenciaciéon y maduracion celular [24].

Figura 6. Imagen representativa de microscopia optica del estrato espinoso del tejido epitelial tefiido con
hematoxilina-eosina. En la imagen se pueden observar células epiteliales del estrato espinoso con morfologia
poligonal. Barra de escala: 10 um.

Desmoplaquina

b o v Citoqueratina

Placofilina
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Placoglobina

Placa citoplasmatica

Desmocolina

Desmogleina

Figura 7. Representacion ilustrada del esquema de un desmosoma. En la imagen se puede observar la estructura
tipica del desmosoma encontrado en las membranas plasmaticas de las células epiteliales, ademas de todos los
principales componentes que forman parte del desmosoma. Figura disefiada con el software BioRender.
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Consecuentemente, tras el estrato espinoso se encuentra el estrato granuloso. El
estrato granuloso se compone de capas de células epiteliales de morfologia
pavimentosa y con pequefo nucleo. Microscdpicamente, se observa una acumulacion
de granulos de queratohialina de caracter altamente baséfilo. Los granulos de
gueratohialina ayudan a ensamblar haces de CK con un alto grado de fosforilacién y de
puentes disulfuro que dan lugar a la maxima queratinizacion de células epiteliales [2].
Otra proteina de gran importancia encontrada en los granulos de queratohialina es la
filagrina que participa también en el ensamblaje de haces de CK ayudando a mantener
la configuracion final del citoesqueleto y a mantener la funcién protectora de la barrera
epitelial con propiedades que ayudan al mantenimiento del pH, hidratacién y funciones
antimicrobianas de la misma [2, 25, 26]. Asimismo, las proteinas claudinas y ocludinas
también son altamente expresadas formando parte de las uniones ocluyentes

encargadas del control del transporte intercelular [27, 28] (Figura 8).

Figura 8. Imagen representativa de microscopia optica del estrato granuloso del tejido epitelial de la mucosa oral
humana teiido con hematoxilina-eosina. En la imagen se observan células epiteliales del estrato granuloso de
morfologia pavimentosa. En su citoplasma se pueden observar granulos de queratohialina altamente basdfilos. Barra
de escala: 10 um.

14



En el estrato granuloso se encuentra la barrera epitelial, una fina capa protectora de
células compactadas entre si y de una baja cantidad de matriz extracelular formada
tanto por un componente proteico como lipidico, ambos sintetizados por células
epiteliales. Por un lado, una envoltura proteica envuelve a las células epiteliales. Esta
envoltura proteica es producida por la accion de enzimas que catalizan la union de los
precursores de la envoltura reticular tales como las proteinas loricrina e involucrina [29,
30]. Por otro lado, el componente lipidico es sintetizado gracias a la accion de los
cuerpos de Odland, también denominados queratinosomas. Estos organulos contienen
acidos grasos, colesterol, esfingolipidos y fosfatasa acida que liberan por exocitosis al
espacio intercelular dando lugar a una barrera impermeable a sustancias solubles o agua
[2, 31]. Un fendmeno notable ocurrido en el estrato granuloso es el inicio del proceso
de transformacién o cornificacién de las células epiteliales donde comienzan con la
destruccion de sus organulos y nucleo para convertirse en una célula escamosa
superficial [2]. En este proceso, las células epiteliales del estrato granuloso comienzan a
convertirse en células escamosas deshidratadas y anucleadas. Este proceso de
cornificacion es conceptualmente diferente al concepto de queratinizacion y no se
deben confundir. Como se ha explicado anteriormente, la cornificacidon consiste en un
proceso en el que la célula epitelial se prepara para ser descamada del tejido mediante
su transformacién y degeneracidn celular que comienza en el estrato granuloso y tiene
su auge en el estrato superficial, mientras que la queratinizacion consiste en el proceso
de expresidon de polipéptidos de CK de las células epiteliales y su ensamblaje hasta la

formacion de los FIQ [2].

Por dltimo, en la zona mas superficial se encuentra el estrato superficial, caracterizado
por células epiteliales completamente cornificadas con citoplasma altamente acidéfilo
y morfologia escamosa. Debido al proceso de cornificacidn, en el interior de las células
cornificadas se encuentran filamentos altamente empacados sintetizados a partir de los
tonofilamentos de CK y recubiertos por un material proteico procedente del granulo de
queratohialina. Profundizando, este material proteico esta compuesto por las proteinas
involucrina, filagrina, desmoplaquina, loricrina y elafina, ademas de otras ricas en
prolina [2]. Por otro lado, es destacable mencionar que las uniones intercelulares

comienzan a modificarse para permitir la correcta descamacion del tejido epitelial, y con
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ello, la autorrenovacién de este. Los desmosomas degeneran y las células se conectan
entre si mediante interdigitaciones [2, 32]. A diferencia del tejido epitelial de la piel,
donde el estrato mas superficial es denominado estrato cérneo, en la mucosa oral se
denomina estrato superficial. Esto es debido a que las células epiteliales del tejido
epitelial de la mucosa oral humana no forman un verdadero estrato cérneo ya que, a
diferencia de lo que ocurre en la piel, estas células epiteliales pueden ser eliminadas
individualmente sin que se forme una membrana que actie a modo de barrera

impermeable [2] (Figura 9).

Figura 9. Imagen representativa de microscopia 6ptica del estrato superficial de la mucosa oral humana tefiida con
hematoxilina-eosina. En la imagen se pueden observar las células epiteliales cornificadas del estrato superficial con
morfologia escamosa sefialadas por una flecha negra. Barra de escala: 10 pm.

El desarrollo de las técnicas de microscopia electrénica de barrido (MEB) ha permitido
el estudio de las capas mas superficiales de la mucosa oral humana analizando imagenes
en tres dimensiones (3D) que han permitido, por un lado, analizar las diferencias
existentes en los patrones de superficie de las diferentes regiones anatdmicas de la
cavidad oral, y, por otro lado, el diagnéstico de ciertas alteraciones de la mucosa oral
humana como son las lesiones malignas [33-35]. En este contexto, se han descrito
diversos patrones morfoldgicos de superficie en la mucosa oral humana. En primer

lugar, se encuentra el patron tipo | donde predomina la presencia de microvellosidades
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en la membrana plasmatica de las células epiteliales. Este patrdn | es caracteristico de
células epiteliales indiferenciadas como las del estrato basal y espinoso. En segundo
lugar, se encuentra el patrén tipo Il donde predomina la presencia de microplicas
definidas como crestas superficiales rectilineas formadas por el plegamiento de la
membrana plasmatica. Este patron |l es caracteristico de células epiteliales
diferenciadas. En tercer lugar, se encuentra el patrdn tipo Ill caracterizado por la
presencia de microplicas curvas con un patrén curvilineo en los extremos terminales. El
patron Il también es caracteristico de células epiteliales diferenciadas. En cuarto lugar,
se encuentra el patron tipo IV con presencia de microplicas circulares, ramificadas y
confluentes siendo caracteristico de células epiteliales diferenciadas. En quinto y ultimo
lugar, se encuentra el patrdn tipo V predominando la presencia de poros en superficie
bien definidos por una sobreelavacién marginal siendo caracteristico del estrato

superficial (Figura 10).
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encontrados en las células epiteliales de la mucosa oral humana. En la imagen A se observan los patrones |, lll y IV,
mientras que en la imagen B se observan los patrones Il, IV y V. Imagen adquirida de Gémez ME, Campos A.

Histologia, Embriologia e Ingenieria Tisular Bucodental. 42 ed: Panamericana; 2019.
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En base a todo lo descrito con anterioridad, en la mucosa oral humana se pueden
distinguir tres tipos de tejido epitelial plano estratificado atendiendo al grado de
maduracién de las células epiteliales y a las caracteristicas mostradas por el estrato

superficial [2, 10, 36].

En primer lugar, se encuentra el tejido epitelial paraqueratinizado en el que se
distinguen nucleos de cardacter picndtico en el estrato superficial hasta que la célula es
descamada del tejido epitelial. Los nucleos picndticos son aquellos nucleos cuya
cromatina sufre una condensacion irreversible debido a la apoptosis sufrida por la
célula. En el tejido epitelial paraqueratinizado se observan células poco acidofilas.
Ademas, el tejido epitelial paraqueratinizado presenta un estrato granuloso menos

definido y sin la existencia de granulos de queratohialina.

En segundo lugar, se encuentra el tejido epitelial ortoqueratinizado caracterizado por
la pérdida y ausencia de nucleos en las células que forman parte del estrato superficial.
En el tejido epitelial ortoqueratinizado las células epiteliales del estrato superficial son
altamente acidéfilas. Ademas, el tejido epitelial ortoqueratinizado presenta un estrato
granuloso con células epiteliales que poseen en su citoplasma un alto numero de

granulos de queratohialina bien condensados.

Por ultimo, se encuentra el tejido epitelial no queratinizado caracterizado por
Unicamente poseer un estrato basal, un estrato intermedio y un estrato superficial. El
estrato superficial del tejido epitelial no queratinizado es mas grueso que el del tejido

epitelial queratinizado.

Aunque se conocen ciertas diferencias histoldgicas entre ellos, hoy en dia, son pocos los
estudios enfocados a la caracterizacion completa de cada tipo de tejido epitelial de la
cavidad oral que marquen contundentemente las diferencias histoldgicas existentes
entre cada uno de ellos y que, por tanto, ayuden a diferenciarlos de una manera claray
concisa. Por ello, la presente Tesis Doctoral se centra en el estudio histolégico del tejido
epitelial paraqueratinizado y ortoqueratinizado con el fin de marcar las caracteristicas y
diferencias entre ambos tipos de tejidos epiteliales ayudando a entender mejor las

patologias que los afectan, asi como a la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas,
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como es la produccidn de tejidos artificiales de mucosa oral por Ingenieria Tisular que

biomimeticen con la mucosa oral humana.

2.3 Membrana basal de la mucosa oral humana
En los siguientes apartados, se describira de manera concisa la membrana basal de la

mucosa oral humana, primordial para la correcta unién del tejido epitelial al tejido
conectivo subyacente, en base a sus generalidades, funciones, composicién y

organizacion.

2.3.1 Generalidades y funciones de la membrana basal
El tejido epitelial se encuentra fuertemente unido al tejido conectivo a través de una

estructura molecular denominada membrana basal. La membrana basal se define como
una capa densa y amorfa situada en el estrato basal del tejido epitelial, la cual es
sintetizada a partir de las células epiteliales del estrato basal y a partir de los fibroblastos
del tejido conectivo que se detallaran en apartados posteriores. En este sentido, la
membrana basal participa activamente en mantener una unidon permanente entre el
tejido epitelial y el tejido conectivo, ademas de servir como una barrera contra
moléculas cargadas negativamente y de actuar como guia en la migracion celular en el
proceso de reepitelizacién. Asimismo, constituye un reservorio de factores de
crecimiento que ejercen su accidon sobre diferentes funciones celulares como la
proliferacién de células epiteliales y fibroblastos. Adem3ds, la membrana basal sirve
como sitio de anclaje de las células epiteliales del estrato basal gracias a unas estructuras
proteicas denominadas hemidesmosomas que se detallaran en el siguiente apartado [2,

37].

2.3.2 Composicion y organizacion de la membrana basal
Como se ha mencionado con anterioridad, la membrana basal es una estructura

molecular y acelular formada por distintos tipos de proteinas, glicoproteinas y
proteoglucanos. Debido a esta razén, la composicién y la organizacién de la membrana
basal van estrechamente relacionadas debido a que la forma en las que sus
componentes se agrupan da lugar a una organizacion especifica en la que se pueden
diferenciar dos principales zonas. En este sentido, en la membrana basal se distinguen
dos zonas diferenciadas, la lamina basal, sintetizada por células epiteliales, y la lamina

reticular, sintetizada por fibroblastos del tejido conectivo [2]. A su vez, la lamina basal
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queda dividida en dos estratos. El primer estrato se denomina lamina lucida, compuesta
principalmente por laminina 1y, en menor proporcién, laminina 5, ademas de colageno
XVII. El segundo estrato se conoce por [dmina densa y se compone principalmente por
una red de colageno IV, glicoproteinas como la fibronectina y la entactina y
proteoglicanos como hepardn sulfato, entre los que destaca el perlecano, condroitin
sulfato y dermatan sulfato, los cuales juegan un papel fundamental regulando el paso
de iones a través de la membrana basal debido a su carga negativa. De manera mas
profunda, las lamininas, glicoproteinas de alto peso molecular que forman parte de la
lamina basal, son las encargadas de unir a la célula epitelial del estrato basal a la
membrana basal. La union es producida gracias a la asociacién de las lamininas a las
integrinas del hemidesmosoma de la superficie de la célula epitelial, y a la red de
colageno IV y perlecano de la ldmina densa con la ayuda de la entactina, una proteina
de pequefio peso molecular. De hecho, el ascenso de las células epiteliales del estrato
basal por el resto de capas suprabasales comienza con la separacién de una integrina de
superficie del hemidesmosoma de la célula epitelial del estrato basal, de la laminina 5
de la membrana basal [2]. Ademas, la unién de la célula epitelial a la membrana basal
es reforzada gracias a la fibronectina, una proteina dimérica que posee sitios de unién
tanto para integrinas como para el coldgeno IV. Gracias a la red de colageno 1V, la
membrana basal puede ser detectada por técnicas inmunohistoquimicas haciendo uso
de anticuerpos primarios contra el colageno IV, componente principal y abundante de

la [dmina densa [38].

Finalmente, se encuentra la lamina reticular que se compone de una matriz formada por
glucosaminoglucanos y dos tipos de fibras, las fibras de fijaciéon de coldgeno VII que se
unen en las placas de anclaje de la [dmina densa y las fibras reticulares de reticulina, un
trimero de colageno lll, distribuidas entre las fibras de anclaje [2, 36, 37, 39, 40]. Gracias
a la matriz de glucosaminoglucanos, la membrana basal puede ser facilmente detectada
por la técnica histoquimica del acido peryddico de Schiff (PAS) pese a su tamafio
nanométrico. En este sentido, el acido peryddico oxida los azucares que forman parte
de los glucosaminoglucanos de la lamina reticular, dando lugar a aldehidos que
reaccionan con el reactivo de Schiff, provocando una coloracidn violdcea que permite la

visualizacidn de la membrana basal por microscopia 6ptica [41] (Figura 11).
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Figura 11. Representacion ilustrada del esquema de la estructura y organizacion de la membrana basal. En la
imagen se distinguen tanto la ldmina basal como la ldmina reticular, mostrandose las uniones entre las diferentes
ldminas que permiten la unién del tejido epitelial con el tejido conectivo. Cedida de Gdmez ME, Campos A. Histologia,
Embriologia e Ingenieria Tisular Bucodental. 42 ed: Panamericana; 2019.

2.4 Tejido conectivo de la mucosa oral humana
Vistos el tejido epitelial y la membrana basal, se describird a continuacion el tejido

conectivo, fundamental para el correcto funcionamiento de la mucosa oral humana, en

base a sus generalidades, funciones, composicion y organizacion.

2.4.1 Generalidades y funciones del tejido conectivo
El tejido conectivo es aquel que parte en embriogénesis de la hoja embrionaria

intermedia, también denominada mesodermo. Genéricamente, consta de células y de
matriz extracelular (MEC) y forma un compartimento continuo por todo el cuerpo
humano quedando delimitado por las membranas basales del tejido epitelial, células
musculares y nervios. Concretamente, el tejido conectivo de la mucosa oral humana esta
situado subyacente al tejido epitelial y, al contrario del tejido epitelial, presenta una

abundante matriz extracelular rica en diversas moléculas.

Funcionalmente, destaca la funcidn estructural debido a que el tejido conectivo es el
responsable del establecimiento y el mantenimiento de la configuracion corporal debido

al conjunto de moléculas en su matriz extracelular que conectan y unen las células,
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brindando sostén al resto de tejidos y drganos debido a que aporta un soporte al cuerpo
humano. Esto es debido a que el tejido conectivo presenta diversas moléculas altamente
hidratadas que favorecen la funcién de servir como apoyo y sostén mecanico en aquellos
tejidos sometidos a movimientos [42]. También, el tejido conectivo sirve como un
reservorio fundamental de factores de crecimiento y hormonas, con efecto en las
propias células del tejido conectivo y en la de los tejidos circundantes, como el tejido
epitelial, aumentando o inhibiendo la proliferaciéon y diferenciacién de las células
epiteliales. Por ejemplo, el factor de crecimiento de células epiteliales (KGF) vy
prostaglandinas (PGLs) estimulan la proliferacion y diferenciacion de células epiteliales
[2, 43] en condiciones no patoldgicas y patoldgicas, asimismo permitiendo la correcta
regeneracién de los tejidos y la reparacién de heridas. Ademads, en el tejido conectivo
tiene lugar el intercambio de nutrientes, oxigeno y sustancias de desecho entre los vasos
sanguineos que irrigan el tejido y las células del propio tejido y de los tejidos
circundantes. Por ultimo, otra funcién por destacar es la de servir como linea de defensa
ante patogenos y sustancias extrafias debido al alto nimero de células que estdn
asociadas con el sistema de defensa del cuerpo humano vy las respuestas inflamatorias,

gue serdn descritas posteriormente.

2.4.2 Composicion y organizacion del tejido conectivo
El tejido conectivo esta compuesto por una gran variedad de células. Las células que

forman parte del tejido conectivo pueden dividirse en dos grupos principales, células
transitorias, que emigran desde la sangre hacia el tejido conectivo debido a estimulos
especificos, y células permanentes, que residen en el tejido y muestran poco
movimiento [2, 42]. Dentro del grupo de las células transitorias destacan los linfocitos,
células plasmaticas, neutréfilos, eosindfilos, basdéfilos y monocitos, células que en su
conjunto se encargan principalmente de detectar diversos patégenos y de llevar a cabo
la respuesta inflamatoria. Por otro lado, el grupo de células permanentes se compone
de macréfagos, adipocitos, mastocitos, células madre adultas y fibroblastos [42]. Los
macroéfagos se encargan de llevar a cabo la actividad fagocitica, es decir, digerir células
0 patdgenos y excretar sustancias que den comienzo a la respuesta inflamatoria. Los
adipocitos son células encargadas de producir y acumular una alta cantidad de acidos

grasos de carga neutra y secretar diferentes hormonas y factores de crecimiento. Los
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mastocitos son células con abundantes microvellosidades y pliegues en superficie y
granulos en su citoplasma, encargados de secretar diversas sustancias almacenadas en
sus granulos a la MEC que desencadenan la respuesta inflamatoria. Las células madre
adultas encontradas en la MEC del tejido conectivo, son las células madre
mesenquimatosas, que se encargan de regenerar el tejido y repararlo, incluso de dar
lugar a la formacidn de nuevos vasos sanguineos. Finalmente, se encuentran también
los fibroblastos. Los fibroblastos son las células mas abundantes del tejido conectivo con
morfologia fusiforme y que debido a su origen mesenquimatico contienen al marcador
mesenquimatico vimentina en su citoplasma facilmente detectable por técnicas
inmunohistoquimicas [44]. Por una parte, se encargan de producir factores de
crecimientos que regulan la proliferacion y diferenciacion de diversas células, como son
las células epiteliales. Por otra parte, se dedican a la sintesis de diversas moléculas como
son el colageno, elastina, proteoglucanos y glucosaminoglucanos y glucoproteinas que
forman parte de la MEC del tejido conectivo. Debido a su alta capacidad metabdlica,
presentan en su citoplasma un reticulo endoplasmatico rugoso y un complejo de Golgi
muy desarrollado. De hecho, la principal composicidn del tejido conectivo se debe a los
fibroblastos, ya que un solo fibroblasto es capaz de producir los diversos tipos de

componentes que forman parte de la MEC [42] (Figura 12).

Y.

Figura 12. Imagen de microscopia 6ptica de un fibroblasto del tejido conectivo. En la imagen se observa un
fibroblasto de morfologia fusiforme marcado con un anticuerpo primario contra vimentina por técnica
inmunohistoquimica indicado con una flecha negra. Barra de escala: 5 um.
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Por esta razén, la MEC consiste en una red macromolecular de proteinas, fibras y
diversas moléculas que sirve como andamiaje arquitectdnico y microambiente dinamico
para las células, modulando el comportamiento celular y proporcionando caracteristicas
biomecanicas dentro de los tejidos [45]. La red macromolecular que compone la MEC
puede dividirse en un componente proteico fibrilar, como son el colageno, las fibras
eldsticas y las fibras reticulares, y en un componente no fibrilar denominado sustancia
fundamental, formado principalmente por proteoglucanos, glucosaminoglucanos vy
glucoproteinas. Estas moléculas de la MEC y sus interacciones con los componentes
celulares orquestan y guian los procesos de reparacion, mantenimiento y regeneracién
de los tejidos [45]. En mas detalle, los tipos de colagenos encontrados en la MEC de la
mucosa oral humana son varios y cumplen principalmente una funcién estructural [42,
45]. En primer lugar, se encuentran los colagenos que forman fibrillas largas, como son
el colageno tipo I, II, lll, V y IX, los cuales tienden a agregarse entre si para dar lugar a
fibrillas de mayor tamafio. En estas fibrillas de coldageno se encuentran asociados otros
colagenos como son el colageno tipo IX y XIl que se encargan de unir colagenos entre si
para dar lugar a las fibrillas de colageno. En segundo lugar, se encuentra el colageno que
forma redes como el colageno tipo IV, que como se describié en la membrana basal, se
encarga de filtrar el paso de moléculas e iones y de adherir diversas estructuras con
ayuda del colageno de anclaje tipo VII. En tercer lugar, se encuentra el colageno tipo Il
gue da lugar a fibras reticulares al unirse a proteoglucanos y glucoproteinas, para formar
una red estructural, que, a diferencia de las fibrillas de coldgeno, presenta flexibilidad
[42, 45]. Sin embargo, en la MEC se encuentran un tipo de fibras mucho mas flexibles
denominadas fibras elasticas que estdn formadas por fibras ricas en elastina, las cuales
se distienden facilmente al ser traccionadas. Por otro lado, la sustancia fundamental se
encuentra situada en los espacios remanentes entre células y fibras, sirviendo
genéricamente como lubricante del tejido conectivo y como barrera ante el paso de
microorganismos. De manera mas profunda, la sustancia fundamental la forman los
glucosaminoglucanos (GAG), aquellos polimeros lineales de disacaridos formados por
acido urdnico unido a una hexosamina [42, 45]. Destacan el dermatdn sulfato, el
condroitin sulfato, queratan sulfato y el heparan sulfato. Todos ellos poseen una alta
carga negativa que atrae moléculas de agua, ademas de servir como sostén de células a

las que se unen. Otro tipo de GAG de gran importancia es el acido hialurdénico que
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destaca por su alta capacidad de atraer y retener moléculas de agua manteniendo al
tejido conectivo altamente hidratado. Los diversos GAG, a excepcion del acido
hialurdnico, se unen a un eje proteico dando lugar a diversos proteoglucanos, los cuales
tienen la capacidad de actuar como polianiones y, por ello, se encuentran también
altamente hidratados [42, 45]. De manera genérica, los proteoglucanos anclan células a
la MEC y se unen a factores de crecimiento que actuaran en las células diana. Ejemplos
de proteoglucanos son el sindecano, que une células a fibras de colageno, a fibronectina
y a tenascina, el versicano, que participa en la interaccion célula-célula y célula-MEC, y
la decorina que participa activamente en la sintesis de fibras de colageno uniendo
moléculas de colageno entre si y orientando las fibras. Por ultimo, en la sustancia
fundamental se encuentran las glucoproteinas, donde nucleos proteicos se unen a
glucidos altamente ramificados mediando la unién de células a la MEC y a otras
estructuras [42, 45]. Ejemplos de glucoproteinas son la fibronectina y la tenascina, esta
Ultima con capacidad de adherir las células a la MEC. En este sentido, la MEC del tejido
conectivo puede ser caracterizada gracias a las fibras de colageno | y lll las cuales pueden
ser detectadas a través de la técnica histoquimica Picrosirius Red donde dichas fibras
quedan tefiidas de color rojo intenso [43], mientras que los proteoglicanos acidos
pueden detectarse haciendo uso de la técnica Alcian Blue donde quedan tefidos de

color azul cielo [44].

Por otro lado, el tejido conectivo es un tejido altamente vascularizado donde existen
nUMerosos vasos sanguineos que irrigan constantemente al tejido conectivo para
favorecer el intercambio de nutrientes, de oxigeno y de sustancia de desecho entre las
células y los vasos sanguineos [2]. A su vez, los vasos sanguineos encargados de irrigar
el tejido conectivo pueden variar en su calibre. Por ello, los vasos sanguineos de
pequeno calibre como son los capilares sanguineos presentan células endoteliales con
una glucoproteina de membrana caracteristica, el marcador CD34, haciendo que dichos
capilares sean facilmente detectables y caracterizados mediante el uso de técnicas
inmunohistoquimicas a través de anticuerpos contra el marcador CD34. También, los
vasos sanguineos, ademds de poseer una capa de tejido endotelial, presentan una
membrana basal abrazando a la capa de tejido endotelial. Como se describidé con

anterioridad en el apartado de la membrana basal, uno de los principales constituyentes
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de esta estructura es el coldgeno tipo IV. Por otro lado, los vasos sanguineos de mayor
calibre estdn rodeados por una capa de musculo esquelético liso, donde las fibras
musculares que la constituyen contienen una proteina que participa en la contraccion y
relajacién de dicha capa muscular, denomina actina de musculo liso (SMA). Por esto, los
vasos sanguineos de mayor calibre pueden ser detectados y analizados haciendo uso de

técnicas inmunohistoquimicas mediante anticuerpos contra SMA [46, 47] (Figura 13).
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Figura 13. Imagen de microscopia Optica representativa del tejido conectivo de la mucosa oral humana. En la
imagen se observan vasos sanguineos de diferente calibre del tejido conectivo marcados con coldgeno IV por técnica
inmunohistoquimica. Barra de escala: 50 um.

Vista la principal composicion del tejido conectivo, se describird como se organiza el
tejido conectivo de la mucosa oral. En la mucosa oral humana el tejido conectivo se
organiza en dos capas diferenciadas que se denominan drea papilar y area subpapilar.
En primer lugar, se encuentra el area papilar que es aquel situado debajo de las crestas
epiteliales y que mantiene una estrecha relacién con ellas a través de unas estructuras
denominadas papilas coriales. Las papilas coriales son unas proyecciones del tejido
conectivo hacia el tejido epitelial que permite aumentar la unién entre el tejido epitelial
y el tejido conectivo ademas de que facilitan el intercambio de sustancias entre el tejido
epitelial y el tejido conectivo. Este intercambio se da gracias al alto niUmero de vasos
sanguineos de pequefio calibre encontrado en las papilas coriales, aportando oxigeno,
nutrientes, factores de crecimiento y eliminando sustancias de desecho del tejido
epitelial. Por otro lado, y de manera subyacente, se encuentra el drea subpapilar,

aquella que se encuentra por debajo del drea papilar. El area subpapilar se caracteriza
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por poseer una matriz extracelular rica en componentes fibrilares. En base al porcentaje
de fibras encontradas en la matriz extracelular, el tejido conectivo puede clasificarse en
denso si posee un alto porcentaje fibrilar, semidenso o laxo si posee un bajo porcentaje
fibrilar. Ademas, también se encuentran numerosos vasos sanguineos, incluyendo los
vasos sanguineos de mayor calibre en comparacién con los encontrados en la capa

papilar [2, 39, 47] (Figura 14).
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Figura 14. Imagen representativa de microscopia dptica de la mucosa oral humana tefiida con hematoxilina-eosina.
En la imagen se puede observar en el tejido conectivo el area papilar (P) delimitada entre lineas negras y de manera
subyacente, el drea subpapilar (SP). Barra de escala: 100 um.

2.5 Submucosa de la mucosa oral humana
En ultimo lugar, se describiradn las generalidades, funciones, composicion y organizaciéon

de la submucosa la cual se encuentra subyacente al tejido conectivo.

2.5.1 Generalidades y funciones de la submucosa
La submucosa es aquella capa de tejido conectivo laxo, es decir, con bajo porcentaje de

fibras, existente debajo de la mucosa oral. La principal funcién de la submucosa es la de
servir como puente de unidn entre el tejido conectivo y los tejidos subyacentes en
aquellas zonas expuestas al movimiento masticatorio amortiguando el estrés producido.
Sin embargo, la submucosa se ausenta en aquellas regiones anatémicas de la cavidad
oral donde apenas existe movimiento masticatorio. Ademas, dadas las caracteristicas de

la submucosa, participa en la lubricacidon de la cavidad oral y digestion a través de la
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produccién de saliva, ademas de participar en el aporte de nutrientes, en la movilidad y

en la sensibilidad oral, entre otros [2, 43].

2.5.2 Composicion y organizacion de la submucosa
La submucosa estd compuesta principalmente por tejido conectivo laxo y puede existir

como una capa bien definida, o estar ausente en zonas donde el tejido conectivo se une
firmemente a la estructura dsea. En la submucosa se encuentran diversas glandulas
salivares, vasos sanguineos, nervios e incluso, tejido adiposo. Realmente, no tiene una
organizacién clara y marcada como el tejido epitelial y el tejido conectivo, debido a que
en la submucosa se encuentran mezclados diferentes tejidos como puede ser el tejido
conectivo laxo, el tejido adiposo, el tejido vascular, el tejido muscular y el tejido nervioso

[2, 43, 48] (Figura 15).

P

Figura 15. Imagen representativa de microscopia optica de la submucosa de la mucosa oral humana tefiida con
hematoxilina-eosina. En la imagen puede observarse tejido adiposo y un vaso sanguineo de mayor calibre (sefialado
con una flecha negra). Barra de escala: 50 um.
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3. Clasificacion de la mucosa oral humana
Para terminar con la introduccion, se procedera a describir los tres principales tipos de

mucosa oral humana existentes en la cavidad oral humana. Atendiendo a la localizacidn
anatémica dentro de la cavidad oral, la mucosa oral humana es clasificada en tres tipos,

cada tipo con unas caracteristicas histolégicas y funcionales especificas [2, 49].

En primer lugar, se encuentra la mucosa oral de revestimiento. La principal funcién de
la mucosa oral de revestimiento es la de servir como proteccion de la cavidad oral
actuando como barrea contra el paso de sustancias extrafias. Ademas, abundan las
fibras elasticas permitiendo la contraccidn y relajacion del tejido. La mucosa oral de
revestimiento se encuentra en labios, paladar blando, mejillas, zona ventral de la lengua
y el suelo de la boca. El tejido epitelial encontrado es del tipo no queratinizado.
Especificamente, el suelo de la boca expresa CK4, CK5, CK6, CK13, CK14, CK16 y CK19,
los labios y mejillas expresan CK1, CK4, CK5, CK13 y CK14, la zona ventral de la lengua
expresa las CK4, CK5, CK6, CK13, CK14 y CK16 y el paladar blando expresa CK7, CK8, CK18
y CK19. El tejido conectivo de la mucosa oral de revestimiento puede ser laxo o
semidenso y posee una submucosa bien definida con glandulas salivares, tejido adiposo

y fibras de musculo estriadas.

En segundo lugar, se encuentra la mucosa oral especializada. La mucosa oral
especializada puede tener una funcidn gustativa y una funcién defensiva dependiendo
del area anatdmica en la que se encuentre en la cavidad oral, o bien en el dorso de la
lengua, o bien en las amigdalas. En el caso de mucosa oral especializada con funcién
gustativa, especificamente en el dorso de la lengua y botones gustativos, destaca el
tejido epitelial paraqueratinizado. El dorso de la lengua expresa las CK1, CK2, CK4, CK5,
CK6, CK13, CK14, CK15, CK16 y CK17 mientras que los botones gustativos expresan CK1,
CK2, CK4, CK10, CK11, CK13 y CK16 ademds de CK8, CK18 y CK19 expresadas en las
papilas gustativas. En el caso de mucosa oral especializada con funcién defensiva, como
es el caso de las amigdalas linguales, destaca el tejido epitelial no queratinizado con
expresion de CK5, CK6, CK7, CK13 y CK14. La mucosa oral especializada posee un tejido

conectivo y submucosa fusionados y unidos al musculo.

Por ultimo, se encuentra la mucosa oral masticatoria, principal objeto de estudio de la

presente Tesis Doctoral. La mucosa oral masticatoria juega un papel fundamental de
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soporte ya que la mucosa oral masticatoria tapiza aquellos 6rganos encargados en la
masticacién y la generacion mecanica del bolo alimenticio. Es debido a esto que la
mucosa oral masticatoria es de los tres tipos descritos aquella que se ve mds sometida
a mayor estrés mecdanico debido a las intensas fuerzas de presidon y friccion del
movimiento masticatorio. Ademas, en comparacion con la mucosa oral de revestimiento
y especializada, la mucosa oral masticatoria es la que menor elasticidad posee, debido
a la necesidad de un tejido firme que soporte y amortigle la presién masticatoria [21].
En este sentido, la mucosa oral masticatoria se ubica principalmente en encia y paladar
duro. Histolégicamente, la mucosa oral masticatoria estd constituida por un tejido
epitelial paraqueratinizado en la encia y un tejido epitelial ortoqueratinizado en el
paladar duro. Estas diferencias histologicas se ven también reflejadas en la expresion
especifica de CK. Concretamente, el tejido epitelial de la encia expresa CK1, CK2, CK4,
CK5, CK6, CK8, CK10, CK11, CK13, CK14, CK16, CK18 y CK19 mientras que el de paladar
duro expresa CK1, CK6, CK10, CK13 y CK16. Ademas, el tejido epitelial de la mucosa oral
masticatoria muestra crestas epiteliales de mayor longitud en comparaciéon con la
mucosa de revestimiento. Por otro lado, el tejido conectivo de la mucosa oral
masticatoria puede variar entre denso o semidenso. En el caso particular de la encia,
existe escasa submucosa, mientras que el paladar duro presenta una marcada

submucosa con tejido adiposo y glandular.

31



HIPOTESIS
La cavidad oral humana estd sujeta a diversos estimulos de tipo mecanico, quimico y

microbioldgico. Dichos estimulos conducen a un notable grado de variacién de las
caracteristicas histoldgicas de la mucosa oral en las diferentes regiones de la cavidad
oral. En este sentido, las investigaciones han demostrado que la mucosa oral
masticatoria, sometida a importantes fuerzas biomecdnicas, muestra notables
diferencias a nivel histoldgico en la relacidén a la mucosa oral que reviste otras regiones
de la cavidad oral. Sin embargo, en la actualidad son escasos los estudios histoldgicos
que describan en detalle las caracteristicas histolégicas de la mucosa oral masticatoria.
Por tanto, la presente Tesis Doctoral pretende realizar una caracterizacién histoldgica,
histoquimica e inmunohistoquimica que determinar las principales caracteristicas
microscopicas de la mucosa oral paraqueratinizada (MOP) y mucosa oral
ortoqueratinizada (MOOQ). El desarrollo de un estudio de caracterizacién histolégico de
la mucosa oral masticatoria aumentaria el conocimiento histolégico y, por ende,
contribuiria a la comprensién y abordaje de diferentes patologias que afectan la mucosa
oral masticatoria. Ademas, el estudio detallado de la mucosa oral masticatoria podria
suponer el desarrollo de nuevos protocolos para la fabricacién de mucosa oral artificial
con caracteristicas especificas de paraqueratinizacién y ortoqueratinizacién, lo cual

supondria un alto impacto social y sanitario en el area de la cirugia oral y maxilofacial.
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OBIJETIVOS
Objetivo general: caracterizar los diferentes tipos de mucosa oral masticatoria humana

para determinar patrones histolégicos, histoquimicos e inmunohistoquimicos como

base para la generacién de tejidos mediante Ingenieria Tisular.

Objetivos especificos:

e Caracterizar el tejido epitelial de la MOP y MOO a nivel histolégico, histoquimico
e inmunohistoquimico utilizando marcadores especificos de diferenciacion
epitelial.

e Determinar la estructura, la ultraestructura y los componentes de la membrana
basal de la MOP y MOO a nivel histoldgico, histoquimico e inmunohistoquimico.

e Caracterizar el tejido conectivo de la MOP y MOO a nivel histoldgico,
histoquimico e inmunohistoquimico utilizando marcadores especificos de tejido
conectivo.

e Establecer patrones de caracterizacién para los diferentes tipos de MOP y MOO

para el desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas.
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MATERIALES Y METODOS

1. Obtencion de muestras de mucosa oral humana masticatoria
Para dar comienzo a la realizacién de la parte experimental de la presente Tesis Doctoral,

se comenzd con la recepcidn de muestras de mucosa oral humana masticatoria, tanto
de MOP como de MOO. Para ello, se obtuvieron biopsias de MOP y MOO de 20 pacientes
sanos tras someterse a intervencidon quirdrgica bajo anestesia local. Todas las biopsias
fueron extraidas de las dreas de la encia y paladar duro de la cavidad oral clasificandose
como mucosa oral masticatoria. El tamafio medio de los fragmentos fue de alrededor
de 5 x 5 mm. Todos los fragmentos fueron lavados en solucidn salina amortiguada e
inmediatamente trasladados al laboratorio para su evaluacion. Este estudio fue
aprobado por el Comité Coordinador de Etica de Investigacién Biomédica ref. 0116-N-
19, aprobado el dia 29 de mayo de 2019 y ref. 2044-n-22, aprobado el dia 13 de febrero
de 2023. Todas las muestras bioldgicas se obtuvieron con el consentimiento informado

de todos los pacientes que participaron en el presente estudio.

2. Andlisis histoldgico
Todas las muestras de mucosa oral humana fueron divididas en dos fragmentos los

cuales fueron sometidos a diferentes soluciones fijadoras. Para microscopia dptica, uno
de los fragmentos fue fijado en buffer de formalina neutra al 4% (p/v) (Panreac Quimica
S.L.U., Barcelona, Espafia). Para microscopia electrénica de barrido, el fragmento

restante fue fijado en tampdn cacodilato al 2,5% de glutaraldehido (Figura 16).

Técnicas histoquimicas

Fragmento 1= Formalina . i ;s
e inmunohistoquimicas

Fragmento 2 = Glutaraldehido Microscopia electrénica
de barrido

Figura 16. Representacion ilustrada del esquema de los diferentes fijadores utilizados para el analisis histolégico.
En la imagen se muestra la ubicacion de procedencia de las biopsias, los dos tipos de fijadores utilizados y el destino
de las muestras con relacion a la fijacién usada. Esquema realizado con el software Biorender.
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2.1 Microscopia optica
Las muestras fijadas en formalina fueron deshidratadas en concentraciones crecientes

de etanol (70, 90, 96 y 100%) y aclaradas en xileno para finalmente ser embebidas en
bloques de parafina siguiendo el protocolo rutinario histolégico. Posteriormente,
haciendo uso del microtomo, se obtuvieron secciones de tejido de 3 um de grosor de
cada muestra. Las secciones de mucosa oral humana se desparafinaron por accién del
del xileno, rehidratadas en concentraciones decrecientes de etanol (100, 96, 90 y 70%)
y agua para someterlas a la tincién rutinaria de hematoxilina-eosina (HE). Se obtuvieron
imagenes de las secciones tefiidas con HE usando el escaner PANNORAMIC® Flash DESK
DX (3DHISTECH, Hungria) con el fin de identificar las muestras de MOP y MOO (Figura
17).

1. Fijacién, deshidratacién e inclusion 2. Corte en microtomo
T —ym A — T S T %

3. Desparafinado e hidratacion 4. Técnica histoldgica

Figura 17. Representacion ilustrada del esquema del procesamiento histolégico de las muestras de mucosa oral
humana fijadas en formalina para el analisis de microscopia dptica. En primer lugar, las muestras se fijan, se
deshidratan y se incluyen en bloques de parafina (1). Después, se obtienen los cortes histolégicos con el microtomo
(2). Una vez desparafinadas e hidratadas (3) tiene lugar la técnica histoldgica, o bien una técnica histoquimica, o bien
una inmunohistoquimica (4). Finalmente, se obtienen las imagenes de microscopia dptica (5).

2.2. Microscopia electronica de barrido
Las muestras de mucosa oral humana fijadas en glutaraldehido al 2,5% fueron

procesadas para el analisis de MEB siguiendo protocolos previamente estandarizados
[50]. Una vez fijadas durante 24h, fueron lavadas en tampdn cacodilato.

Posteriormente, fueron colocadas en sus respectivos grids y se deshidrataron en
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concentraciones crecientes de acetona (30, 70, 90, 95 and 100%) para ser sometidas a
criodesecacion por el método del punto critico, donde cualquier resto de acetona y agua
fue sustituido por CO; liquido a baja temperatura [51]. Posteriormente, se aumento la
temperatura progresivamente para evaporar todo el COzincorporado a los tejidos. Una
vez desecadas, fueron recubiertas con particulas de oro haciendo uso de un pulverizador
catédico. Finalmente, todas las muestras fueron analizadas con un microscopio de
barrido FEI-Quanta 200 (FEl, Eindhoven, Paises Bajos). Las imagenes obtenidas fueron
utilizadas para describir los patrones predominantes de diferenciacidon superficial en las

muestras de MOP y MOO (Figura 18).

1. Fijacidn, lavado y deshidratacion en acetona 2. Criodesecacién
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Figura 18. Representacion ilustrada del esquema del procesamiento histolégico de las muestras de mucosa oral
humana fijadas en glutaraldehido para el analisis de microscopia electrénica. En primer lugar, las muestras se fijan
en glutaraldehido, se lavan en tampdn cacodilato y se introducen en concentraciones crecientes de acetona (1).
Después, se desecan por punto critico (2). Una vez montadas en sus respectivos grids (3) tiene lugar el recubrimiento
catddico con particulas de oro (4) para finalmente analizarlas por microscopia electrénica de barrido (MEB) (5).

3. Analisis histoquimico
Los principales componentes de la MEC del tejido conectivo y de la membrana basal

fueron detectados y analizados mediante técnicas de tincion histoquimica. Una vez que
se obtuvieron las secciones de MOP y MQOO, se sometieron a diferentes técnicas

histoquimicas.
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En primer lugar, para la identificacion de componentes fibrilares de la MEC del tejido
conectivo, las diferentes secciones se tifieron haciendo uso de las técnicas histoquimicas
Picrosirius Red, Verhoeff y reticulina de Gomori [47, 52, 53]. La técnica Picrosirius Red
(PS) se basa en la capacidad de dos colorantes anidnicos de diferente tamafio molecular
de unirse selectivamente a diferentes estructuras que forman parte de los tejidos. En
primer lugar, el primer colorante de pequefio tamafio, el acido picrico, penetra
rapidamente por todas las zonas de los tejidos interaccionando con todos los sitios de
unién catidnicos de las proteinas. En segundo lugar, el colorante de mayor tamafio
molecular, el acido Rojo Sirio F3B, solamente puede penetrar en las zonas tisulares mas
permeables y menos densas, donde se encuentra el colageno. Debido al mayor tamafo
molecular y al nUmero de cargas negativas dadas por los grupos de acido sulfénico del
colorante Rojo Sirio F3B, compite selectivamente con el acido picrico en los sitios de
union del coldgeno, siendo el colorante de mayor tamano el que presenta mucha mayor
afinidad. Es por esto, que finalmente el coldgeno tisular queda tefiido de color rojo
intenso gracias al colorante Rojo Sirio F3B, mientras que el resto de las estructuras
tisulares como citoplasmas, quedan tefiidas de color amarillo por accidn del acido picrico
[54]. Por este motivo, las secciones de mucosa oral humana se incubaron durante 30
min en el colorante acido Rojo Sirio F3B siendo contrastadas con hematoxilina de Harris
durante 5 min. Finalmente, las fibras de colageno quedaron teiidas y pudieron ser
visualizadas por microscopia 6ptica identificandose por un color rojo intenso. Por otro
lado, la técnica de Verhoeff (VR) se fundamenta en la capacidad de la solucién de
Verhoeff, una mezcla de un complejo de hematoxilina, cloruro férrico, yodo y yoduro de
potasio, de tefiir las fibras de elastina de los tejidos. Concretamente, parte de los iones
férricos oxidan a la hematoxilina formando hemateina, la cual forma un complejo negro
oscuro con el resto de los iones de hierro. El complejo hierro-hemateina se une a la
elastina a través de fuerzas de van der Waals [54]. Por ello, las secciones de mucosa oral
humana se incubaron durante 10 min en la solucién de Verhoeff y se diferenciaron
durante 15 seg en una solucidn de cloruro férrico al 2%. La técnica VR permite la
visualizacién de las fibras eldsticas de un color negro intenso en microscopia dptica.
Finalmente, se llevd a cabo la técnica de la reticulina de Gomori (RG). El fundamento de
esta tincidn se basa en la capacidad de la reticulina, formada principalmente por la

asociacion de colageno tipo Il con glucoproteinas que poseen un alto porcentaje de
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azucares tipo hexosas, de reducir el ion diamina de plata en plata metdlica.
Concretamente, los grupos hidroxilos de las hexosas son oxidados a aldehidos por accién
del permanganato de potasio. Consecuentemente, los iones aldehidos reducen al ion
diamina de plata, produciendo la precipitacion de la plata metdlica. Debido a que en
esta reaccion no se precipita toda la plata metalica, un paso posterior llevado a cabo por
el formaldehido con ayuda de la plata metalica precipitada como catalizador, da lugar a
la completa reduccién del ion diamina de plata restante, precipitando de nuevo la plata
metalica en los sitios donde se encuentran las hexosas de la reticulina y dando lugar a la
impregnacion metalica de dicha reticulina, quedando tefiida de una coloracidén negra
intensa [54]. Por ello, las secciones de mucosa oral humana se incubaron en
permanganato de potasio al 1% para ser oxidadas, seguidas de una incubacién en
metabisulfito de sodio al 2% para blanquear las secciones y de un paso de sensibilizacion
con alumbre de hierro al 2% permitiendo que la plata se una a las fibras reticulares en
un paso posterior. Tras la sensibilizacidn, las secciones se sometieron a una solucién de
plata amoniacal preparada en fresco durante 1 h a 602C en estufa, y a formaldehido al
20% con el fin de reducir y precipitar la plata unida a las fibras de reticulina de las
secciones. Las secciones fueron diferenciadas en cloruro de oro al 2% con el fin de
aumentar la coloracién negra de la plata precipitada unida a las fibras de reticulina y
lavadas en tiosulfato al 2% para eliminar el exceso de plata precipitada no unida a las
fibras de reticulina. Finalmente, las secciones fueron contrastadas usando el colorante
Rojo Nuclear. La técnica RG permite la visualizacidn por microscopia dptica de las fibras
de reticulina de los tejidos de un color negro intenso mientras que el resto del tejido

gueda tefiido levemente de un color rosa claro.

En segundo lugar, los componentes no fibrilares de la sustancia fundamental de la MEC
fueron detectados haciendo uso de las técnicas histoquimicas Alcian Blue y del acido
peryddico de Schiff. La técnica Alcian Blue (AB) se basa en la ionizacién de los grupos
carboxilos y sulfatos de los proteoglicanos a pH 2,5 para que interaccionen
electrostaticamente con el colorante Azul Alcian, compuesto principalmente por una
molécula que posee un atomo central de cobre y cuatro grupos basicos cargados
positivamente de isotiouronio, quedando los proteoglucanos tefiidos de una coloracién

azul cielo [54]. Por ello, las diferentes secciones de mucosa oral humana fueron
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incubadas en una solucion acida de Azul Alcian a pH 2,5 durante 30 min. Tras esta
incubacidn, las secciones fueron contrastadas con solucién de Rojo Nuclear por 1 min.
La técnica AB permite la visualizacién de proteoglucanos acidos por microscopia éptica
de las secciones de mucosa oral humana tefiidos de un color azul cielo. Por ultimo, la
técnica del Acido Peryédico de Schiff (PAS) se basa en la capacidad del acido peryéddico
de oxidar los azucares neutros de lo carbohidratos y glucoproteinas de los tejidos,
concretamente en los grupos hidroxilos unidos a atomos de carbono adyacentes, dando
lugar a grupos aldehidos que reaccionan con el reactivo de Schiff mediante la formacion
de un complejo que da lugar a una coloracion purpura en los azucares [54]. Por ello, las
secciones de mucosa oral humana fueron incubadas en una solucién de acido peryédico
al 0,5% durante 5 min y posteriormente se incubaron en solucidn de Schiff durante 15
min. Finalmente, las secciones fueron contrastadas usando hematoxilina de Harris por
1 min. La técnica PAS permite la visualizacion de carbohidratos y glucoproteinas teiidas

de un color purpura por microscopia dptica.

4. Analisis inmunohistoquimico
Para la deteccion de las proteinas especificas de las diferentes capas del tejido epitelial,

membrana basal y tejido conectivo se utilizaron técnicas inmunohistoquimicas
indirectas usando los anticuerpos primarios detallados en la Tabla 1. El fundamento de
las técnicas inmunohistoquimicas se basa en la capacidad de detectar antigenos de
interés en los tejidos a través del uso de anticuerpos primarios que se unen
especificamente a los epitopos de los antigenos de interés. Una vez unido el anticuerpo
primario al antigeno, un anticuerpo secundario ligado a una enzima peroxidasa se une
al anticuerpo primario. Finalmente, al incubar las muestras con un sustrato formado por
diaminobencidina (DAB) y perdxido de hidrégeno, la enzima peroxidasa es capaz de
reaccionar con el sustrato dando lugar a un precipitado marrén oscuro localizado en la
zona tisular donde se encuentra el antigeno de interés. Este precipitado se puede
visualizar por microscopia 6ptica mostrando la localizaciéon de nuestra proteina de

interés en el tejido analizado.

En la presente Tesis Doctoral, se analizaron en primer lugar las proteinas especificas del

tejido epitelial tales como CKAE1/AE3, CK5, CK8, CK10, CK13, CK14, CK17, filagrina (FLG),
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involucrina (INV), desmoplaquina (DSP), claudina (CLDN) y Ki67. Después, se continud el
andlisis de las proteinas especificas del tejido conectivo tales como versicano (VCAN) y
decorina (DC). Ademas, con el fin de evaluar la red vascular de la MOP y MOO, se llevé
a cabo un analisis inmunohistoquimico haciendo uso de marcadores endoteliales como
CD34 que detecta vasos sanguineos de menor calibre y de actina de musculo liso (SMA)
gue detecta vasos sanguineos de mayor calibre. Para la identificacion de células del
tejido conectivo y determinar su densidad y distribucién en el mismo, se usé el marcador
vimentina (VIM). Finalmente, para identificar la presencia de la membrana basal, se usé

el marcador coldgeno tipo IV (COLIV).

Para llevar a cabo la inmunodeteccidn de las proteinas de interés, las secciones de MOP
y MOO se desparafinaron y rehidrataron. Posteriormente se llevé a cabo una
recuperacion antigénica quimica a 952C usando, o bien un médulo PT (Vitro, Espafia)
con tampodn citrato (pH=6) o con tampdn 4acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
(pH=8), o bien una recuperacidon enzimatica haciendo uso de enzimas tales como
pepsina y condroitinasa, o combinando ambas técnicas tanto la recuperacién quimica
como la enzimatica. El bloqueo de la peroxidasa enddgena se realizé incubando las
muestras en perdxido de hidrégeno al 10% en metanol durante 10 min. El bloqueo de
sitios de unidn inespecificos se realizé usando suero de caballo (Laboratorios Vector) y
caseina. Los anticuerpos primarios se incubaron durante 1h en una cdmara humeda. Una
vez realizada la incubacion de los anticuerpos primarios, los anticuerpos secundarios
conjugados con peroxidasa de rabano se incubaron por 30 min. La deteccién visual de
las proteinas especificas se llevd a cabo usando DAB, que reacciona con la peroxidasa
dando lugar a un precipitado de color marrén oscuro. Finalmente, las muestras se

contrastaron con hematoxilina de Harris.
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Anticuerpo Referencia Dilucién Recuperacion antigénica
) MAD-001000QD; o ( )

CKAE1/AE3 i Buffer EDTA (pH 8
Vitro S.A., Spain Prediluido
MAD-000683QD;

CK8 Prediluido Buffer Citrato (pH 6)
Vitro S.A., Spain
MAD-000491QD;

CK5 Prediluido Buffer Citrato (pH 6)
Vitro S.A., Spain
MAD-005103QD;

CK14 Prediluido Buffer Citrato (pH 6)
Vitro S.A., Spain
MAD-000622QD;

CK13 Prediluido Buffer Citrato (pH 6)
Vitro S.A., Spain
MAD-000734QD;

CK17 Prediluido Buffer Citrato (pH 6)
Vitro S.A., Spain
MAD-000535QD;

CK10 Prediluido Buffer Citrato (pH 6)
Vitro S.A., Spain

FLG Ab221155; ABCAM, UK 1:5000 Buffer Citrato (pH 6)
MAD-000164QD;

INV Prediluido Proteinasa K; 372C 10 min
Vitro S.A., Spain
AMO09122SU-N;

DSP Prediluido Buffer Citrato (pH 6)
Acris Antibodies, Germany
MAD-000523QD;

CLDN Prediluido Buffer Citrato (pH 6)
Vitro S.A., Spain
MAD-000310QD;

Ki67 Prediluido Buffer EDTA (pH 8)
Vitro S.A., Spain

VCAN Ab19345; ABCAM, UK 1:100 Condroitinasa; 372C 60 min
AF143RD;

DCN 1:500 Condroitinasa; 372C 60 min
R&D Systems, USA

CD34 Ab81289; ABCAM, UK 1:2500 Buffer Citrato (pH 6)
MAD-001195QD;

SMA Prediluido Buffer Citrato (pH 6)
Vitro S.A., Spain

VIM V6389; Sigma-Aldrich, USA | 1:200 Buffer Citrato (pH 6)
MAD-000733QD; Buffer EDTA (pH 8) y Pepsina;

coLlv Prediluido

Vitro S.A., Spain

372C10 min

Tabla 1. Anticuerpos primarios utilizados en el estudio inmunohistoquimico de la mucosa oral humana. La tabla
muestra la dilucidn utilizada, la referencia junto a la casa comercial y las condiciones de recuperacién antigénica para
la deteccidn de la proteina de interés.
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5. Analisis cuantitativo
Para evaluar el grado de expresion de cada marcador se realizaron mediciones

cuantitativas de la sefial inmunohistoquimica usando el software ImageJ (version 1.53k,
National Institutes of Health, Bethesda, MD) [55-58]. Por un lado, las principales
caracteristicas histomorfoldgicas de la mucosa oral humana fueron cuantitativamente
analizadas como se ha explicado anteriormente. En cada tipo de muestra, MOP y MOO,
se analizé la longitud y el espesor epitelial, el area ocupada por cada célula epitelial en
cada estrato del tejido epitelial, es decir, en el estrato basal, en el estrato espinoso, en
el estrato granuloso y en el estrato superficial, y la longitud y espesor de las crestas
epiteliales y las papilas coriales utilizando la herramienta “linea” del software Image)
haciendo uso de una escala de referencia como control. Un total de 30 medidas fueron
obtenidas por tipo de muestra y por cada parametro. Ademas, los resultados obtenidos
en el analisis histoquimico e inmunohistoquimico de los componentes de la MEC del
tejido conectivo (PS, AB, VCAN y DCN) fueron cuantificados usando el mismo software.
Para ello, en cada muestra se cuantifico la intensidad de seiial obtenida en cada analisis
usando la herramienta “cuadrado” del software (25 um x 25 um) obteniendo un valor
numeérico expresado como unidad de intensidad de sefial. Aleatoriamente, se
seleccionaron 30 areas del area papilar y subpapilar del tejido conectivo de la MOP y
MOO, y los datos resultantes fueron procesados restandoles a dichos valores, los valores

en blanco [56, 59, 60].

Ademas, el porcentaje de células positivas para Ki67 fue determinado en el estrado basal
de las muestras de MOP y MOQO, vy el porcentaje de células positivas y negativas fue
calculado para cada tipo de tejido. Para el analisis de vasos sanguineos, cada tipo de
muestra fue evaluado para los marcadores CD34 y SMA, y el nUmero de vasos positivos
para cada uno de estos marcadores fue determinado tanto en el drea papilar como
subpapilar del tejido conectivo para calcular el nimero de elementos vasculares
positivos para cada marcador por mm? de tejido conectivo. Para determinar el nimero
de células del tejido conectivo en el drea papilar y subpapilar, las muestras positivas para
VIM fueron analizadas, y se calculd el nimero total de células VIM positivas por mm?de

tejido conectivo.
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Finalmente, la intensidad de sefial inmunohistoquimica obtenida para CKAE1/AE3, CKS,
CK5, CK14, CK13, CK17, CK10, FLG e INV fue evaluada semicuantitativamente en los
diferentes estratos del tejido epitelial de la MOP y MOO como fuertemente positiva
(+++), positiva (++), levemente positiva (+) o negativa (-) [47]. En resumen, las imagenes
correspondientes a cada tipo de muestra fueron analizadas por tres histdlogos
independientemente, quienes calificaron la intensidad de sefial de cada estrato
haciendo uso de la anterior escala semicuantitativa. En caso de discordancia en un
analisis especifico, se recurrié a un cuarto histélogo para evaluar la intensidad de la

sefal.

6. Analisis estadistico
Los resultados cuantitativos obtenidos para las técnicas histoquimicas e

inmunohistoquimicas PS, AB, VCAN, DCN, Ki67, CD34 y SMA fueron estadisticamente
analizados para identificar diferencias estadisticas entre la MOP y MOO. Para cada
analisis, primero se evalud la normalidad de cada distribucién haciendo uso del test
Shapiro-Wilk. Como ninguna de las distribuciones cumplia con los criterios de
normalidad, las comparaciones entre la MOP y MOO se llevaron a cabo haciendo uso
del test no paramétrico Mann-Whitney. Las comparaciones fueron realizadas con el
software Real Statistics Resource Pack (Release 7.2) (Dr. Charles Zaiontz, Purdue

University, West Lafayette, IN, EEUU), disponible en www.real-statistics.com. Un valor

p ajustado por Bonferroni de 0,001 fue considerado como estadisticamente significativo

para la correccion de pruebas multiples.
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RESULTADOS

1. Analisis histoldgico e histomorfoldgico del tejido epitelial de la
mucosa oral humana
La evaluacion histoldgica del tejido epitelial de la MOP y MOO tefiido con hematoxilina

y eosina reveld la presencia de un tejido epitelial bien desarrollado constituido por
estrato basal, estrato espinoso, estrato granuloso y estrato superficial en las muestras
de MOP y MOO (Figura 19A). Sin embargo, la MOO mostré un estrato granuloso bien
desarrollado caracterizado por la presencia de granulos de queratohialina, y un estrato
superficial consistente de abundantes células escamosas planas anucleadas que
muestran claros signos de cornificaciéon y descamacién, mientras que la MOP estaba
desprovista de un estrato granuloso presentando un estrato superficial formado por
células altamente adheridas entre si con nucleos planos y elongados (Figura 19A).
Cuando se cuantificaron las caracteristicas histomorfoldgicas del tejido epitelial, se
descubrid que el tejido epitelial de la MOP era significativamente mas grueso que el
observado en la MOO (p=0.0008). Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas en el caso de la longitud y el ancho de las crestas epiteliales en cada tipo
de tejido (p>0.05) (Figura 19B y Tabla 2). Ademas, cuando se analiz6 especificamente el
grosor de cada estrato del tejido epitelial (Figura 19C), se observo diferencia significativa
en el estrato espinoso de MOP y MOO, siendo de mayor grosor el estrato espinoso de
la MOP (p<0.0001). El analisis del estrato granuloso confirmd la presencia exclusiva en
la MOO (p<0.0001). Por otra parte, se observaron diferencias no significativas en el
grosor del estrato basal y superficial de la MOP y MOP (p>0.05). Con respecto al drea
celular de cada estrato epitelial, Unicamente habia diferencias significativas entre la
MOP y MOO en el estrato granuloso (p<0.0001) (Figura 19D y Tabla 2), debido a que

dicho estrato solo estaba presente en la MOO.

Por otro lado, el andlisis de los patrones de superficie del tejido epitelial en la MOP y
MOO reveld diferencias entre las muestras. Como se muestra en la Figura 19E, las células
superficiales de la MOP mostraban de manera evidente la presencia de nucleos,
mientras que las células de la MOO se mostraban como células planas y sin presencia
nuclear. Ademas, un andlisis a mayor magnificacion mostro la presencia de un patrén de

microplicas rectas de tipo Il y microplicas curvas de tipo lll en la superficie de las
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muestras de MOP, mientras que en la MOO se observaban microplicas de tipo IV y tipo

V (Figura 19E).
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Figura 19. Analisis histolégico de la MOP y MOO. A: caracterizacidn histolégica de muestras tefiidas con HE
mediante microscopia dptica. B: histograma correspondiente a los resultados del analisis cuantitativo del grosor del
tejido epitelial y de la longitud y ancho de las crestas epiteliales. C: resultados del analisis cuantitativo del grosor de
los estratos basal, espinoso, granuloso y superficial del tejido epitelial. D: resultados de la cuantificacién del area
celular en el tejido epitelial y en cada estrato del tejido epitelial. E: analisis de microscopia electrénica de barrido
(MEB) de la superficie de la MOP y MOO. Se muestran los patrones de superficie tipo II, lll, IV y V (T-Il, T-lll, T-IV, T-
V). Escala: 100 um para imagenes de microscopia optica, 20 um para imagenes de la MEB y 2,5 um para imagenes
aumentadas. Diferencias estadisticamente significativas se muestran como asteriscos en los histogramas (*).
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MOP MOO Valor p
© Grosor epitelial (um) 313.69160.08 | 245.89+78.05 0.0008*
w
o
S Longitud de las crestas epiteliales (um) 151.82+50.07 | 169.85187.73 0.5619
£
'f: Ancho de las crestas epiteliales (um) 75.43+27.48 71.88+29.83 0.3817
o
© Grosor del estrato basal (um) 11.38+1.57 10.68+1.25 0.0797
[]
=
% © Grosor del estrato espinoso (um) 247.98+61.08 | 159.62+74.94 0.0000*
o §
:g, w® Grosor del estrato granuloso (um) 0+0 25.44+6.59 0.0000*
g L
=]
3 é Grosor del estrato superficial (um) 39.13+18.73 28.91+10.54 0.0591
o _
Eo o Area total de las células epiteliales (um 139.93+25.26 | 134.61+17.42 0.5039
o ©
S y
‘€ Area de las células del estrato basal (um? 83.07+18.55 77.77+15.9 0.2794
o
£
8 Area de las células del estrato espinoso (um?) 206.83143.6 189.56+38.5 0.0995
(]
=
a Area de las células del estrato granuloso (um?) 0+0 164.37+44.88 0.0000*
5: Area de las células del estrato superficial (um?) 78.5+28.64 106.74+44.49 0.0105
" PS (tejido conectivo papilar) (intensidad de pixel media) 92.66+18.27 143.56+23.31 0.0000*
[
2
c ©
29 -2 | PS (tejido conectivo subpapilar) (intensidad de pixel media) 99.91+17.75 135.31+22.99 0.0000*
o T O
2 o ®
g g 2 2 | AB (tejido conectivo papilar) (intensidad de pixel media 48.7+5.45 52.57+9.57 0.0611
s 39 %®
€ g ¢
‘5 % 9 E AB (tejido conectivo subpapilar) (intensidad de pixel media) 56.03+12.57 69.77+9.59 0.0000*
(-2 c
0T 8
£ o3
2 § T § VCAN (tejido conectivo papilar) (intensidad de pixel media 73.45+£12.48 105.46+31.45 0.0000*
w E X £
2 £ g =
I,—f §' 3 g VCAN (tejido conectivo subpapilar) (intensidad de pixel media) | 96.7318.22 128.77+13.31 0.0000*
C o W o
< 2 S @
S = 8 [ pen tejido conectivo papilar) (intensidad de pixel media 88.39+24.6 104.2+13.78 0.0076
=]
e =
S @ E
el
E DCN (tejido conectivo subpapilar) (intensidad de pixel media) 68.79115.4 71.77+7.84 0.4671
Vi i CD34 iti tejid ti il
_ alsos sanguineos F,’OSI ivos (tejido conectivo papilar) 356.96+217.59 | 272.15+91.44 0.7197
- & (nimero de vasos sanguineos/mm?)
© O
T ©
3 @ - .. = - .
o Vi CD34 it tejid t b |
< g alsos sanguineos F,’OSI |vos! .ejl o conectivo subpapilar) 68.18+49.7 62.73+39.49 0.9314
': £ (numero de vasos sanguineos positivos/mm?)
w O ©
g =g
g § g Valsos sanguineos SMA ;'{ositivos (tejido conectivo papilar) 405+377.29 220.85+139.95 0.739
&3 2 (nimero de vasos sanguineos/mm?2))
C + n
c 9 ®©
@
é § § Valsos sanguineos SMA plositivos (t:'jido conectivo subpapilar) 100.44+80.39 | 80.15+74.39 0.5045
8o g (nimero de vasos sanguineos/mm?)
]
a2
o v 2
- § < Células VIM positivas (tejido conectivo papilar) (células 12.742.72 16.743.47 0.0002*
[
Z g positivas/mm?)
)
g ':.;‘: Cé|l:l|f:ls VIM positivas (tejido conectivo subpapilar) (células 0.442.91 10.13.31 0.6842
o positivas/mm?)

Tabla 2. Andlisis cuantitativo de los principales parametros analizados. Para cada pardmetro, la media y desviacion
estandar son mostradas para la MOP y MOO. Los valores de p corresponden a la comparacion estadistica de los
resultados obtenidos en la MOP vs. los resultados obtenidos en la MOO. Diferencias estadisticamente significativas se
muestran como asteriscos (*).
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2. Caracterizacion inmunohistoquimica de los componentes epiteliales

de la mucosa oral humana
El patrén de expresidn de CK del tejido epitelial de la mucosa oral se analizé a partir de

técnicas inmunohistoquimicas (Figura 20 y Tabla 3), que revelaron la existencia de
diferencias entre la MOP y MOO. Primero, el analisis del perfil de expresion de
CKAE1/AE3 mostré una sefial intensa de dicho marcador en todos los estratos del tejido
epitelial de la MOP y MOO, aunque la expresién era menor en el estrato superficial de
la MOO. Asimismo, se observd que todas las muestras eran negativas para el marcador
de tejido epitelial simple CK8. La deteccién inmunohistoquimica de CK5 y CK14 revelé
una fuerte expresidn positiva en el estrato basal de la MOP y MOO y una expresion
positiva en los estratos espinoso y estrato superficial de la POM vy del estrato espinoso
de la MOO, siendo los estratos granuloso y superficial de la MOO levemente positivos
(Figura 20 y Tabla 3). Para el marcador de queratinizacién CK10, los resultados
mostraron una expresidn positiva en los estratos espinoso y superficial de la MOP y una
fuerte expresidn positiva en los estratos espinoso y granuloso de la MOO. El analisis de
CK13 y CK17 mostré que los estratos basal y superficial de la MOP y MOO eran negativos
para ambos marcadores, mientras que el estrato espinoso de la MOP y MOO vy el estrato

granuloso de la MOO variaban entre positivos y fuertemente positivos CK13 y CK17.

El analisis de expresidon de la proteina INV, un marcador de células epiteliales bien
diferenciadas, mostrd una fuerte expresidn positiva en el estrato espinoso, y una leve
expresion positiva en el estrato superficial de la MOP. En la MOO, se mostré una fuerte
sefial positiva en los estratos espinoso y estrato granuloso y una sefal levemente
positiva en el estrato superficial. Para el andlisis de expresion de FLG, también
relacionada a la diferenciacién epitelial, se observé una baja expresidén en el estrato
espinoso de la MOP y una seial positiva en el estrato granuloso de la MOO (Figura 21A

y Tabla 3).
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MOP MOO MOoP MOO
AE1/AE3

Figura 20. Analisis del perfil de expresidon de las diferentes CK de la MOP y MOO. Anilisis inmunohistoquimico
para la identificacion de CKAE1/AE3, CK13, CK8, CK17, CK5, CK10 y CK14. Escala: 50 um.
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MOP MOO
Estrato basal Esgrato Estrato Estrato basal Es?rato Estrato Estrato
espinoso superficial espinoso granuloso superficial
CK AE1/AE3 +++ +++ +H+ +++ +++ +++ +
CKs8 - - - - - - -
CKS +++ ++ ++ +++ ++ + +
CK 14 +++ ++ ++ +++ ++ + +
CK 10 - ++ ++ - 4+ ey -
CK 13 - ++/+++ - - ++[+++ ++[+++ -
CK17 - +/+++ - - +H+++ +H[+++ -
Involucrina - +++ + R +++ +++ +
Filagrina - +/- - - - ++ N
Desmoplaquina + ++ - + ++ + -
Claudina + ++ - + ++ + -

Tabla 3. Andlisis inmunohistoquimico semicuantitativo de los marcadores epiteliales de cada estrato epitelial de la MOP y MOO.
Expresion en el estrato basal, espinoso, granuloso y superficial. La intensidad de sefial fue semicuantitativamente determinada como
fuertemente positiva (+++), positiva (++), levemente positiva (+) o negativa (-).

Ademas, el analisis inmunohistoquimico de las proteinas de unidén intercelular tales
como DSP y CLDN mostrd una expresion en la periferia celular en la mayoria de las
células epiteliales. En ambos tipos de muestras, MOP y MOO, se mostrd una leve seiial
positiva en el estrato basal y una sefial positiva en el estrato espinoso, siendo el estrato
superficial negativo para ambos marcadores. En el caso de la MOO, el estrato granuloso

fue levemente positivo (Figura 21B y Tabla 3).

Por otro lado, se utilizé el marcador Ki67 para determinar el porcentaje de células
epiteliales con actividad proliferativa en cada tipo de mucosa oral. Como muestra la
Figura 21C y 21D, el porcentaje de células Ki67 positivas en la capa basal fue

significativamente mayor en MOP en comparaciéon con MOO (p=0.0002).
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Figura 21. Analisis inmunohistoquimico de los marcadores de diferenciaciéon epitelial filagrina (FLG) e
involucrina (IVL), marcadores de union célula-célula desmoplaquina (DSP) y claudina (CLDN) y del marcador de
proliferacion Ki67 en el tejido epitelial de la MOP y MOO. El panel D muestra el andlisis cuantitativo de células
con expresion positiva de Ki67 en cada tipo de mucosa oral, expresado como porcentaje de células positivas.
Diferencias estadisticamente significativas entre la MOP y MOO se muestran como un asterisco (*). Escala = 50

pm.
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3. Caracterizacion de la membrana basal de la mucosa oral humana
Con el fin de identificar la membrana basal en la MOP y MOO, se utilizé el marcador

inmunohistoquimico COLIV y la técnica histoquimica PAS (Figura 22). Los resultados
mostraron que la membrana basal era positiva a través de técnicas histoquimicas e
inmunohistoquimicas tanto en la MOP como en la MOQ, sin diferencias entre ambos
tipos de mucosa oral. Los dos tipos de mucosa oral mostraron una membrana basal bien

definida entre el tejido epitelial y el tejido conectivo de la mucosa oral.

ST, AR kW, ~
Figura 22. Analisis de la membrana basal de la
identificacién de colageno tipo IV (COLIV), mientras que los carbohidratos y glicoproteinas de la membrana basal
fueron tefiidos con la técnica histoquimica del Acido Peryddico de Schiff (PAS). Las flechas indican las areas con
sefial positiva para cada método analitico. Escala = 20 um.
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4. Analisis histoquimico e inmunohistoquimico de los componentes de la

matriz extracelular en el tejido conectivo de la mucosa oral humana
En primer lugar, se determind la presencia de los principales componentes fibrilares del

tejido conectivo de la mucosa oral haciendo uso de las técnicas histoquimicas PS, VR y
RG. Para la técnica PS, los resultados mostraron que el tejido conectivo de la MOP y
MOO eran muy ricos en fibras de colageno, y la red de colageno se encontraba
anisotropicamente distribuida por todo el tejido conectivo (Figura 23A). Los analisis
cuantitativos de la técnica PS revelaron que la intensidad de sefial histoquimica de
colageno era significativamente mayor en la MOO en comparacion con la MOP en el
area papilar y subpapilar del tejido conectivo (p<0.0001 para cada area del tejido
conectivo) (Figura 23B y Tabla 2). Para las técnicas de VR y RG, los resultados mostraron
una completa ausencia de seinal tanto en la MOP como en la MOOQ, sugiriendo que las
fibras reticulares y elasticas no estaban presentes en el tejido conectivo de la mucosa

oral humana masticatoria.

En segundo lugar, el andlisis de los componentes no fibrilares de la MEC haciendo uso
de la técnica AB mostré que la MOO contenia significativamente mayor cantidad de
proteoglicanos en el drea subpapilar del tejido conectivo que la MOP (p<0.0001), a pesar
de que las diferencias entre la MOP y MOO en el drea papilar no eran significativas
(p>0.05). El analisis especifico de dos proteoglicanos haciendo uso de técnicas
inmunohistoquimicas confirmé que estos componentes tendian a ser mas abundantes
en la MOO que en la MOP, con diferencias estadisticamente significativas para VCAN
(tanto en el drea papilar como subpapilar del tejido conectivo, con p<0.0001 en ambos
casos), pero no para DCN (p=0.0076 para el drea papilar del tejido conectivo y p>0.05

para el area subpapilar) (Figura 23B y Tabla 2).
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Figura 23. Analisis de los componentes de la matriz extracelular (MEC) del tejido conectivo de la MOP y MOO.
A) Fibras de coldgeno y proteoglicanos identificados con las técnicas histoquimicas Picrosirius Red (PS) y Alcian
Blue (AB) respectivamente en el area papilar y subpapilar del tejido conectivo, e identificacién de los
proteoglicanos versicano (VCAN) y decorina (DCN) por inmunohistoquimica. B) Andlisis cuantitativo de la sefial
positiva de los componentes de la MEC analizados en cada area de la MOP y MOO. Las diferencias
estadisticamente significativas entre la MOP y MOO se muestran como un asterisco (*). Escala = 50 um.
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5. Analisis de los vasos sanguineos y de la densidad celular del tejido

conectivo de la mucosa oral humana
El andlisis de vasos sanguineos que mostraban sefal positiva para el marcador endotelial

CD34 reveld que el tejido conectivo de ambos tipos de mucosa oral contenia abundantes
vasos sanguineos de pequefio calibre, especialmente en el area papilar (Figura 24A). Sin
embargo, la cuantificacidn de estas estructuras reveld que las diferencias entre la MOP
y MOO no eran significativas ni en el drea papilar ni subpapilar (Figura 24B y Tabla 2). El
mismo patron fue observado cuando se cuantificé la expresidon en vasos sanguineos de
mayor calibre positivos para el marcador SMA, sin diferencias significativas entre la MOP
y MOO. Ademas, en la presente Tesis Doctoral se cuantificd el nimero de células del
tejido conectivo localizadas en las areas papilar y subpapilar tras realizarse la técnica
inmunohistoquimica del marcador VIM. Tal y como se muestra en las Figuras 24C, 24D
y Tabla 2, se observd que las células estaban localizadas preferentemente en el drea
papilar del tejido conectivo. Cuando el niumero de células del tejido conectivo era
comparado entre la MOP y la MOO, se observd que el numero de células era
significativamente mayor en la MOO en comparacion con la MOP solamente en el area
papilar (p=0.0002), sin observarse diferencias significativas entre ambas mucosas en el

area subpapilar (p>0.05).
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Figura 24. Analisis inmunohistoquimico de los vasos sanguineos y celular densidad del tejido conectivo de la
MOP y MOO. A) Andlisis de vasos sanguineos positivos para CD34 y SMA mediante técnicas
inmunohistoquimicas. Las flechas muestran vasos positivos en el area papilar y subpapilar. B) Analisis cuantitativo
del nimero de vasos sanguineos positivos por mm? de tejido conectivo en cada area del tejido conectivo de la
MOP y MOO. C) Identificacién de células del tejido conectivo positivas para vimentina mediante técnicas
inmunohistoquimicas. D) Estudio cuantitativo del nimero de células vimentina positivas por mm? de tejido
conectivo. Las diferencias estadisticamente significativas entre la MOP y MOO se muestran como un asterisco
(*). Escala = 40 pm.
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DISCUSION
A pesar del papel fundamental que juega la mucosa oral en la cavidad oral [61-63], hoy

en dia las caracteristicas especificas de la MOP y de la MOO no estan bien definidas
dificultando su comprension y, por ende, el tratamiento de las diversas patologias que
afectan a la mucosa oral humana. En la presente Tesis Doctoral, se han llevado a cabo
estudios comparativos entre ambos tipos de mucosa oral masticatoria con el fin de
determinar las principales caracteristicas de la MOP y MOO a nivel del tejido epitelial,
de la membrana basal y del tejido conectivo haciendo uso de diversas técnicas
histoldgicas, histoquimicas e inmunohistoquimicas que podrian contribuir a determinar
las principales caracteristicas de cada tipo de mucosa oral y a elaborar un estandar de
calidad que elucide los requisitos minimos necesarios a la hora de producir por
Ingenieria Tisular sustitutos artificiales de MOP y MOO. En general, los resultados ponen
en relieve que ambos tipos de mucosa oral, MOP y MOO, comparten grandes
similitudes, aunque también se han detectado importantes diferencias especificas a

nivel histoldgico.

Como se esperaba, los analisis histoldgicos confirman que ambos tipos de mucosa oral
estan formados por un tejido epitelial bien definido anclado a un tejido conectivo denso
através de la membrana basal y de numerosas crestas epiteliales y papilas coriales entre
ambos tejidos de mucosa oral [2, 64]. Ademas, los analisis histomorfoldgicos confirman
la presencia de nucleos en todas las capas epiteliales de la MOP, asi como la ausencia
de nucleos en el estrato superficial de la MOO, como esta reportado en la literatura (58).
Por otro lado, las crestas epiteliales de la MOP y MOO mantienen una longitud sin
diferencias significativas debido a que ambos tipos de mucosa oral pertenecen a la
mucosa oral masticatoria, la cual se somete a fuerzas mecanicas por el movimiento
masticatorio. En este sentido, el movimiento masticatorio estimula el crecimiento de las
crestas epiteliales, siendo la longitud de las crestas epiteliales de la mucosa oral
masticatoria mayor en comparaciéon con la longitud de las crestas epiteliales de la
mucosa oral de revestimiento y de la mucosa oral especializada, equiparandose los
resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral con los de otro grupo de
investigacidon [19]. Ademas, se ha observado que el tejido epitelial era significativamente

mas grueso en la MOP, y que estas diferencias son debidas a la presencia de un estrato
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espinoso mucho mas desarrollado, sin evidenciar diferencias entre el estrato basal y el
estrato superficial. A pesar de que estudios previos han reportado que el estrato
espinoso es el mas grueso del tejido epitelial oral [11, 63], estas diferencias existentes
entre la MOP y MOO no habian sido hoy en dia descritas en Ila literatura. Ademas, el
grupo de investigacién ha demostrado previamente resultados similares en piel
humana, donde se observaron diferencias significativas cuando se comparaba la piel de

la palma de la mano y de la planta del pie con la piel del dorso de las manos [47].

En el caso de la mucosa oral, el alto nimero de células en el estrato espinoso de la MOP
podria implicar que este tipo de mucosa masticatoria podria estar sujeta a mayores
requisitos funcionales debido a su papel como barrera protectora hermética, ya que las
células del estrato espinoso presentan numerosas uniones intercelulares [10]. En este
sentido, se ha demostrado que el microbioma nativo de la mucosa oral en su estado no
patolégico presenta diferencias regionales [65], y, por tanto, se podria hipotetizar que
estas regiones sometidas a leves fuerzas masticatorias cubiertas con MOP podrian ser
colonizadas por una poblacién mas abundante de microorganismos, ya que las regiones
tapizadas con MOO presentan una poblacién microbiana mucho mas reducida debido a
la continua descamacion epitelial asociada a la masticacion. Sin embargo, nace la

necesidad de llevar a cabo futuras investigaciones para confirmar estos resultados.

Cabe destacar también que el analisis de la presencia de uniones intercelulares no reveld
diferencias significativas entre la MOP y MOO, lo que podria explicar que ambos tipos
de tejidos contienen células altamente unidas entre si por fuertes uniones célula-célula,
y que la diferencia notable entre ambos tipos de mucosas es el grosor del estrato
espinoso, pero no la estructura o composicion del estrato espinoso. Estos hallazgos,
junto con los resultados que muestran que las células mantienen un tamafio similar en
todas las capas del tejido epitelial, concuerdan con trabajos previos que sugieren que la
MOP y MOO son estructuralmente similares, y que sus células contienen la misma
estructura y organulos, a pesar de que podrian existir diferencias respecto al contenido

de tonofilamentos [11].

Ademads, los andlisis de expresion de Ki67 muestran que existe una diferencia
significativa en la expresidn de Ki67 entre ambos tipos de mucosa oral, siendo la MOP

aquella con un mayor porcentaje de células proliferativamente activas. Estos datos
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podrian correlacionarse con el mayor numero celular encontrado en la MOP y con la
mayor necesidad de este tejido para regenerarse, ya que dicha relacién entre la funcion
y la actividad proliferativa ha sido previamente demostrada en diversos tipos de tejido

epitelial [66].

Cabe destacar que los resultados de la presente Tesis Doctoral mostraron que la MOP
carecia de un estrato granuloso bien definido, mientras que en la MOO el estrato
granuloso es claramente identificable, como se ha reportado en la literatura [67]. Se
sabe que el estrato granuloso es el paso previo a la queratinizacidn terminal vy
cornificacion, y que su presencia se asocia estrictamente al estrato superficial
ortoqueratinizado. A pesar de que la ausencia del estrato granuloso en la MOP ha sido
brevemente reportada por la literatura, se ha demostrado que la MOO sometida a
crioterapia experimenta un proceso de reversion histologica hacia la MOP, y que dicha
modificacion estaba asociada a la disminucién de grosor del estrato granuloso [68].
Ademas, se ha reportado que el tejido epitelial ortoqueratinizado contiene un alto
numero de granulos electrodensos de queratohialina, que son caracteristicos del estrato
granuloso, mientras que otros tipos de tejido epitelial contienen otros tipos de granulos
[62]. Estos hallazgos estan en concordancia con la presencia en la MOO de microplicas
de tipo IV y V que se asocian a un patrdén de superficie diferenciado, especialmente en
el caso del tejido epitelial ortoqueratinizado, mientras que otros tipos de tejido epitelial
normalmente muestran otros tipos de patrones de diferenciaciéon de superficie [2, 11,

33, 35, 69].

Tras caracterizar el tejido epitelial de la mucosa oral a un nivel histomorfolégico, se
llevaron a cabo diversos andlisis inmunohistoquimicos de marcadores de tejido epitelial
y se observd que el tejido epitelial de la MOP y MOO expresa una alta cantidad de CK.
Las CK son proteinas de filamento intermedio que juegan un papel fundamental en las
funciones de las células epiteliales, como son la diferenciacién celular, la adhesién
celular, la resistencia a fuerzas de estrés mecdnico y la formacidn de una barrera
protectora funcional [70-72] cuyas alteraciones han sido asociadas a diferentes
patologias. En la presente Tesis Doctoral, se observo la presencia de CK en todas las
capas epiteliales, especialmente en el estrato espinoso y en el estrato granuloso. La CK8

es un marcador de tejidos epiteliales simples, y normalmente solo se expresa en el
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urotelio humano [73], epididimo [74] y otros tipos de tejidos epiteliales simples. Sin
embargo, el resto de las CK analizadas mostraron una alta expresidn positiva tanto en la
MOP como en la MOO, a pesar de que estos patrones de expresién mostraron

diferencias entre ambos tipos de mucosa oral.

Cuando se analizo el estrato basal, se encontrd una sefial inmunohistoquimica positiva
para CKAE1/AE3, CK5y CK14, y una sefial negativa para el resto de las CK estudiadas, sin
diferencias entre la MOP y MOO. A excepcion de la CKAE1/AE3, la CK5 y CK14 se
expresan en tejidos epiteliales proliferativos, y han sido usadas como marcadores de
células epiteliales proliferativas [75, 76]. La expresion de CK5 y CK14 en el estrato basal,
junto con la ausencia del resto de CK asociadas a la diferenciacién de células epiteliales,
confirmé la naturaleza de célula madre de las células epiteliales localizadas en este

estrato, sin diferencias entre la MOP y MOO.

Respecto al estrato espinoso, el analisis de expresion de CK reveld que el estrato
espinoso era funcionalmente muy similar en la MOP y MOO. En realidad, las células
epiteliales del estrato espinoso expresaron todas las CK a excepcién de la CKS, y el
patrén de expresidn era muy similar en ambos tipos de mucosa oral. La Unica excepcidn
se dio en la CK10, la cual se expresd con mayor intensidad en la MOO en comparacién
con la MOP. De hecho, estos resultados concuerdan ya que se conoce que la CK10 es un
mediador de la diferenciacion terminal de células epiteliales presente en las capas
suprabasales del tejido epitelial de la mucosa oral humana asociandose su presencia
fundamentalmente al tejido epitelial ortoqueratinizado sometido a un gran estrés
biomecanico [77]. Sucesivamente, la expresidon de la CK13 y CK17 en este estrato
también es un resultado esperado ya que estos marcadores se encuentran en la mucosa
oral humana. En este sentido, la CK13 se expresa en el tejido epitelial, y juega un papel
fundamental en el mantenimiento de la homeostasis de las diferentes capas del tejido
epitelial. Su alteracidn se asocia a diversos tipos de disfunciones del tejido epitelial de la
mucosa oral humana [78]. De manera similar, la CK17 se expresa en el tejido epitelial de
la mucosa oral, y su sobreexpresion o desregulacién se ha descrito como un marcador
para el diagndstico de enfermedades, entre las cuales destaca el carcinoma oral de

células escamosas [79].
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Adicionalmente, el analisis del estrato granuloso encontrado en la MOO mostré un
patron de expresidn de CK muy similar con la MOP, a excepcidn de la menor expresion
de CK5 y CK14 en la MOO, relacionandose estos marcadores con la indiferenciacién
celular, con el caracter de célula madre y con la proliferacién activa. Estos resultados
podrian confirmar porqué el estrato granuloso es funcionalmente similar al estrato
espinoso, con la diferencia de que las células epiteliales del estrato granuloso podrian
tener menor capacidad proliferativa y un mayor grado de diferenciacion que las células
epiteliales del estrato espinoso. Ademas, la literatura reporta que la CK5 y CK14, a pesar
de estar relacionadas con células mitdticamente activas, también pueden expresarse en
células epiteliales suprabasales que no hayan comenzado con el proceso de
diferenciacién [15]. Por esto, se observd expresion de CK5 y CK14 en capas suprabasales
en la MOP y MOO. Ademas, se observd mayor expresion de CK5 y CK14 en todo el
estrato espinoso de la MOP en comparacién con el estrato granuloso de la MOO,
correlacionandose con los resultados obtenidos del patréon de diferenciacion de
superficie de microplicas tipo Il y tipo lll y con la menor expresidn de marcadores de
diferenciacidén tales como CK10 y filagrina en la MOP en comparacion con la MOO, que
ponen de manifiesto el menor grado de diferenciacion de las células epiteliales de la

MOP en comparacion con las células epiteliales de la MOO.

Finalmente, el estrato superficial del tejido epitelial de la mucosa oral mostré diversas
diferencias entre ambos tipos de mucosa oral. Mientras que el estrato superficial de la
MOP expresaba CKAE1/AE3, CK5, CK14 y CK10, la MOO expresaba niveles inferiores de
estas CK. En este sentido, se ha demostrado que el estrato superficial de tejidos
epiteliales terminalmente diferenciados como el de la MOO, consiste principalmente en
diversas capas de células epiteliales escamosas que contienen abundantes lipidos [61],
en los cuales el citoesqueleto experimenta un colapso estructural asociado a la
agregacion de FIQ vy a la disrupcién de proteinas intracelulares en aminoacidos basicos
[80]. Por esta razon, el estrato superficial de la mucosa oral humana tipicamente
muestra una menor expresion de algunas CK en comparacién con otros estratos del

mismo tejido epitelial, como se demostrd previamente en piel humana [47].

Otros marcadores tipicos de tejido epitelial bien diferenciado son la filagrina e

involucrina, que se asocian a la diferenciacion terminal y juegan un papel crucial en la
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formaciéon de una barrera estructural protectora en tejidos epiteliales diferenciados
[81]. Su presencia en la MOP y MOO podria contribuir a proteger los tejidos mas
profundos del ambiente potencialmente peligroso encontrado en la cavidad oral [61,
63]. En la presente Tesis Doctoral, no se han observado diferencias en la expresién de
involucrina entre ambos tipos de mucosa oral. Sin embargo, la filagrina se expresaba
positivamente en el estrato granuloso de la MOO, y se expreso en muy bajos niveles en
las capas mas superficiales del estrato espinoso de la MOP. Las células epiteliales del
estrato granuloso se conocen por contener abundantes granulos de queratohialina
mayormente compuestos por filagrina y profilagrina [81], y la intensa expresién de
filagrina ha sido anteriormente reportada en el estrato granuloso del tejido epitelial

humano [29, 82].

Por otro lado, el estudio de la membrana basal de la MOP y MOO reveld que no existian
diferencias entre ambos tipos de mucosa oral. Se ha demostrado que la presencia de
una membrana basal bien diferenciada es crucial para la fisiologia del tejido epitelial y
la union con el tejido conectivo subyacente [83]. La razén por la que ambos tipos de
mucosa oral tienen una membrana basal bien estructurada podria asociarse a la
necesidad del tejido epitelial, sometido a grandes fuerzas masticatorias, a estar
firmemente sujeto al tejido conectivo y a prevenir la invasién de microorganismos [84].
En realidad, la interaccidn tejido epitelial-tejido conectivo mediada por la membrana
basal es fundamental para el desarrollo y mantenimiento de una mucosa oral funcional

[85-87].

Ademas del tejido epitelial y de la membrana basal, el tejido conectivo es un
componente fundamental para la mucosa oral humana. En este sentido, el tejido
conectivo provee de un soporte estructural y fisiolégico al tejido epitelial y es
responsable, parcialmente, de la funcién que la mucosa oral humana cumple como
barrera externa [88, 89]. En la presente Tesis Doctoral, se encontraron diferencias entre
el tejido conectivo de la MOP y MOO. Respecto a los componentes fibrilares del tejido
conectivo de la mucosa oral, los resultados mostraron diferencias significativas en la
presencia de colageno, expresandose mayor cantidad de coldgeno en la MOO que en la
MOP. Las fibras de colageno juegan un papel fundamental en el control de las

propiedades biomecanicas de los tejidos, y su presencia se asocia normalmente a un
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aumento en la resistencia y resiliencia a las fuerzas que inciden sobre ellos [90, 91]. A
pesar de ser necesario un analisis biomecanico para confirmar esta hipotesis, estos
resultados que muestran que la MOO es rica en fibras colagenas tanto en el drea papilar
como subpapilar, sugieren que el tejido conectivo de la MOO podria mostrar una mayor
resistencia a fuerzas fisicas en comparacién con la MOP, lo cual concuerda con las

funciones especificas de cada tipo de tejido.

Por otro lado, los proteoglicanos son componentes no fibrilares importantes de la
sustancia fundamental de la MEC debido a que pueden interactuar con otros
componentes como fibras de colageno para formar una red entrecruzada que provee
de fuerza eldstica aumentando la resistencia fisica del tejido [91, 92]. En la presente
Tesis Doctoral, se observé que la MOO contiene mas proteoglicanos identificados por la
técnica AB en el area subpapilar en comparacién con la MOP, a pesar de que no existan
diferencias significativas en el drea subpapilar. De nuevo, estos resultados podrian
explicar la mayor capacidad biomecanica de la MOO en comparacion con la MOP, y su
mayor capacidad de soportar diferentes tipos de fuerzas fisicas [91]. Ademas, se observo
qgue VCAN era mas abundante en el tejido conectivo de la MOO en comparacién con el
de la MOP. El VCAN es un proteoglicano cargado negativamente capaz de atraer iones
cargados positivamente, como iones de sodio, creando un gradiente osmotico que atrae
moléculas de agua a la MEC, y, por tanto, aportando al tejido conectivo una consistencia

de gel capaz de resistir fuerzas de comprension y de absorber fuerzas de choque [93].

Otro hallazgo interesante de la presente Tesis Doctoral fue la mayor presencia de células
del tejido conectivo en el drea papilar de la MOO en comparacidon con el de la MOP. En
este sentido, es importante mencionar que VIM no solo es un marcador de fibroblastos
del tejido conectivo, sino que también lo es de macrofagos, células plasmaticas,
mastocitos y linfocitos, los cuales juegan un papel crucial en la proteccién de la mucosa
oral frente a patégenos externos que podrian entrar en la mucosa oral para colonizarla
[94, 95]. A pesar de que el mayor numero de células del tejido conectivo en la MOO
pudiese estar relacionado con el desarrollo de una MEC mas madura y compleja como
la que se encuentra en la MOO, también es compatible con la necesidad de una mayor

defensa por parte de células inmunitarias para protegerse de microorganismos capaces
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de colonizar el tejido conectivo de la mucosa oral debido al tejido epitelial mas delgado

gue posee la MOO.

Ademas, los vasos sanguineos son componentes importantes del tejido conectivo de la
mucosa oral, debido a que aportan oxigeno y nutrientes relacionandose con Ia
homeostasis, reparacién y regeneracion del tejido [96]. En la presente Tesis Doctoral se
pone de manifiesto que el tejido conectivo de la mucosa oral es rico en vasos sanguineos
de pequefio calibre detectados por la técnica inmunohistoquimica CD34, y en vasos de
mayor calibre que contienen pared muscular detectados por Ila técnica
inmunohistoquimica SMA. Los resultados mostraron que el drea papilar de ambos tipos
de tejidos presenta una mayor concentracién de ambas estructuras en comparacion con
el area subpapilar, probablemente para favorecer en gran medida el transporte de
nutrientes y oxigeno hacia el tejido epitelial el cual se encuentra sin vascularizar y
metabdlicamente activo [97]. A pesar de lo anterior, no se encontraron diferencias entre
la MOP y MOO, sugiriendo que ambos tipos de tejidos estan bien irrigados, y que la

disponibilidad de oxigeno y nutrientes podria ser similar en ambos tipos de mucosa oral.

Por otro lado, la seleccidn de los métodos de microscopia apropiados es crucial para
elucidar las caracteristicas histoldgicas, celulares y moleculares de los tejidos. En la
presente Tesis Doctoral se ha empleado un enfoque multidisciplinario combinando el
analisis de la microscopia Optica con las técnicas histoldgicas, histoquimicas e
inmunohistoquimicas ademas de la microscopia dptica de barrido para la identificacion
especifica de marcadores en la MOP y MOO. Este enfoque ha permitido visualizar y
evaluar la localizacién, intensidad y distribucidon de estos marcadores, proporcionando
informacidén valiosa sobre la composicién celular y los procesos de diferenciacién del
tejido epitelial y del tejido conectivo. En primer lugar, el uso de la microscopia
electrénica de barrido ha permitido identificar los patrones de superficie
tridimensionales especificos que no pueden ser detectados usando otros métodos
microscopicos. Por otro lado, la microscopia 6ptica ha sido utilizada con el fin de
caracterizar la estructura de los principales componentes de la mucosa oral humana
masticatoria, mientras que las técnicas histoquimicas e inmunohistoquimicas han
proporcionado informacion valiosa de la composicidn y caracteristicas histofuncionales

de dichos tejidos. En conjunto, la combinacidon de estas técnicas ha permitido la
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profunda caracterizacién de la mucosa oral humana masticatoria. La integracién de
diferentes técnicas microscépicas, junto con la inclusién de imagenes de gran relevancia,
han favorecido la caracterizacion histoldgica de los tipos de mucosa oral masticatoria,
ayudando a la comprension de la histoarquitectura y la funcién en el tejido sano y
proporcionando una base sdlida para futuras investigaciones de este tejido en

condiciones patoldgicas.

En resumen, la presente Tesis Doctoral ha demostrado que la MOP y MOO comparten
diversas similitudes desde un punto de vista histolégico. Sin embargo, existen
importantes diferencias histomorfoldgicas y estructurales entre ambos tipos de mucosa
oral a nivel de tejido epitelial y de tejido conectivo, y estas diferencias podrian estar
relacionadas a las diferentes necesidades biomecdnicas de ambos tejidos. Estos
resultados podrian contribuir a un mejor entendimiento de las condiciones patoldgicas
que afectan a la mucosa oral masticatoria humana, como los diferentes tipos de
neoplasias [98]. Ademads, estos hallazgos podrian ser Utiles para la generacidon de
diferentes tipos de mucosa oral por Ingenieria Tisular, ya que fijan un estandar de
calidad para producir por Ingenieria Tisular sustitutos artificiales de MOP y MOO [33].
Sin embargo, deberian llevarse a cabo futuras investigaciones para confirmar los

presentes resultados a un nivel genético y biomecanico.

Por ende, la presente Tesis Doctoral ha permitido caracterizar y analizar
histolégicamente la MOP y MOO de manera profunda. Esto ayudara a entender cémo
pueden afectar las diversas patologias de la mucosa oral a la histoarquitectura y la
funcionalidad, asi como el desarrollo de nuevos tratamientos que eliminen o disminuyan
los efectos adversos causados por las patologias. Ademas, permitird producir tejidos
artificiales de MOP y MOO que biomimeticen con la mucosa oral humana, estableciendo
un estandar de calidad de requisitos que deben cumplir los tejidos artificiales de MOP y

MOO.
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CONCLUSIONES

1. La metodologia utilizada en el desarrollo de la presente Tesis Doctoral ha
permitido la caracterizacidn histologica, histoquimica e immunohistoquimica de
diferentes tipos de mucosa oral masticatoria humana, paraqueratinizada y
ortoqueratinizada, mostrando diferentes patrones histolégicos a nivel del tejido

epitelial y del tejido conectivo.

2. El andlisis histoldgico de la mucosa oral masticatoria reveld diferencias a nivel
del tejido epitelial entre la mucosa oral paraqueratinizada y ortoqueratinizada.
La mucosa oral paraqueratinizada mostré un estrato espinoso mas grueso y una
mayor expresion del marcador de proliferacion celular Ki67 en comparacién con
la mucosa oral ortoqueratinizada. Esta correlacién entre un mayor numero de
células y la expresion del marcador Ki67 sugieren una mayor actividad

proliferativa y, por ende, una mayor capacidad de regeneracion.

3. Elanalisis inmunohistoquimico del tejido epitelial de la mucosa oral masticatoria
reveld que ambos tipos de mucosa oral, ortoqueratinizada y paraqueratinizada,
fueron positivos a todos los marcadores analizados de diferenciacién epitelial
propios de la mucosa oral. Sin embargo, se encontraron diferencias especificas
en los patrones de expresidon para filagrina y citoqueratina 5, 10 y 14.
Concretamente, se observd un mayor grado de expresion de filagrina y
citoqueratina 10 en la mucosa oral ortoqueratinizada acompafiado de un menor
grado de expresion de citoqueratina 5 y 14. Estos hallazgos confirman las
diferencias en la maduracién y la funciéon de las células epiteliales de los

diferentes tipos de mucosa oral masticatoria.
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4. Elanalisis histoquimico e immunohistoquimico del tejido conectivo de la mucosa
oral masticatoria mostrd variaciones en la composicion y distribucién de las
fibras de colageno y los proteoglicanos entre la mucosa oral paraqueratinizada 'y
ortoqueratinizada. Concretamente, se detecté un mayor grado de expresion de
colageno y proteoglicanos, como el versicano, en el drea papilar y subpapilar de
la  mucosa oral ortoqueratinizada comparado con la mucosa oral
paraqueratinizada. Estos resultados podrian relacionarse con una mayor
resistencia biomecdnica de la mucosa oral ortoqueratinizada, lo que podria

afectar a su integridad estructural y a su capacidad de regeneracién.

5. Los resultados generados en la presente Tesis Doctoral ponen de relieve la
importancia de la utilizacion de diferentes técnicas histoldgicas avanzadas para
proporcionar una comprension detallada de los patrones histoldgicos de la
mucosa oral masticatoria paraqueratinizada y ortoqueratinizada. Estos hallazgos
son cruciales para el disefio de nuevos sustitutos artificiales de mucosa oral
masticatoria paraqueratinizada y ortoqueratinizada. El nuevo conocimiento
generado en la presente Tesis Doctoral resultara fundamental para el disefio de
sustitutos de mucosa masticatoria como terapia avanzada capaces de mejorar la

regeneracién de lesiones de la cavidad oral.
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