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                                                        RESUMEN 

 



El objetivo de esta tesis doctoral fue realizar un análisis macroestructural, 

histológico, de viabilidad celular y de propiedades biomecánicas para sustitutos de 

corion de mucosa oral generados mediante ingeniería tisular cuando los mismos son 

sometidos a procesos de criopreservación utilizando distintas soluciones 

crioprotectoras.  

Se criopreservaron durante 7 días sustitutos de corion de mucosa oral a base 

de fibrina y agarosa con fibroblastos gingivales humanos criopreservados con las 

soluciones crioprotectoras A (Medio TC-199, DMSO 15 %, Albúmina), B (DMEM, SBF, 

DMSO 10 %) y C (Medio QC , Glicerol). Los controles fueron sustitutos de corion no 

criopreservados (CF) y sustitutos preservados sin solución crioprotectora (CS). 

Los resultados del análisis macroestructural muestran que la forma y la 

consistencia en gel de los sustitutos criopreservados con las distintas soluciones 

protectoras se asemejan a CF. El análisis histológico mediante microscopía óptica 

reveló que la solución A y B mantiene un patrón de porosidad similar a los valores de 

CF. Al evaluar el número de células intactas en la matriz de fibrina y agarosa los 

sustitutos crioprotegidos con la solución B mostraron mejores resultados. La viabilidad 

celular mediante el estudio inmunohistoquímico PCNA mostró que el índice de 

proliferación celular fue mayor en los sustitutos criopreservados con la solución B. El 

método de recultivación y su análisis de viabilidad por la técnica de Live & Dead 

destacó la mayor proliferación de células con la solución B. El método de exclusión 

vital de azul tripán y Live & Dead mostraron un alto porcentaje de viabilidad celular en 

los sustitutos crioprotegidos. El control CS fue el que mostró las mayores alteraciones 

en todos los análisis realizados. El análisis de las propiedades biomecánicas mostró 

que los sustitutos criopreservados con las distintas soluciones mostraron parámetros 

reológicos (esfuerzo umbral, módulo elástico, módulo viscoso) apropiados para su uso 

en medicina regenerativa. 

Conclusión: los resultados han permitido establecer patrones de 

criopreservación para todas las situaciones experimentales destacando a la solución B 

(DMEM, SBF, DMSO 10 %) como el mejor crioprotector para la criopreservación de 

sustitutos de corion de mucosa oral a base de fibrina y agarosa. 

Palabras claves: criopreservación, ingeniería tisular, fibroblastos gingivales 

humanos, crioprotectores. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 

  

 



The aim of this work was to analyze the macro-structural, histological, cell 

viability and biomechanical properties of human oral mucosa chorion substitutes 

generated by tissue engineering and submitted under different cryopreservation 

protocols.  

Human oral mucosa chorion subtitutes based on fibrin agarose with human 

gingival fibroblasts cultured 7 days at in vitro conditions were cryopreserved with three 

cryoprotective solutions A (Medium TC-199, DMSO 15 %), B (DMEM, SBF, DMSO 10 

%) y C (Medium QC, Glicerol). As controls chorion substitutes in absence of 

cryopreservation processes (CF) and cryopreserved substitutes in absent of 

cryoprotective solution were used (CS). Macro-structural analysis results showed that 

the shape and gel consistencyl of cryopreserved substitutes with different 

cryoprotective solutions were similar to CF.  Histological analysis by light microscopy 

revealed that the solution A y B maintain a porosity pattern similar to the values of CF. 

According to the number of intact cells in the fibrin agarose matrix the cryoprotective 

substitutes with solution B showed better results. Cell viability detected by PCNA 

immunochemical studies showed that cell proliferation index was higher in 

cryopreserved substitutes with solution B. The re-cultivation method and cell viability 

analyzes by using Live & Dead reveled an increased proliferation of cells with solution 

B.  The vital exclusion method tripan blue and Live & Dead showed higher percentage 

of cell viability in the cryoprotetive substitutes. Regardless this, CS control showed the 

greatest alterations along the analysis. Biomechanical properties analysis showed that 

cryopreserved substitutes by using different solutions exhibited adequate rheological 

parameters (yield stress, elastic modulus and viscous modulus) thus suitable for use in 

regenerative medicine  

Conclusion: These results have established patterns of cryopreservation for all 

experimental situations pointing out that the solution B as the best cryoprotectant for 

cryopreservation of oral mucosa chorion substitutes based on fibrin agarose. 

 

Keywords: Cryopreservation, tissue engineering, human gingival fibroblasts. 
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1. Introducción 

 

Diversas situaciones clínicas que se presentan en nuestra actividad  

odontológica, como la extirpación de tumores, traumatismos de distinta índole, 

recesiones gingivales, y distintas técnicas en el ámbito de la implantología oral, 

exigen en muchas ocasiones la regeneración o la sustitución de la mucosa oral. 

En la actualidad, la terapia sustitutiva de la mucosa oral necesita de una 

buena técnica para reparar los defectos de la misma, y en este sentido se han 

propuesto diversas soluciones con diferentes grados de complejidad, entre 

ellas se presentan la cicatrización-granulación de zonas cruentas por segunda 

intención  (Clark y Singer, 2000), el uso de injertos cutáneos autólogos de 

espesor parcial o completo (Petruzelli et al., 1992), el empleo de colgajos 

regionales y locoregionales (Urken et al., 1995), la utilización de técnicas para 

la reconstrucción microquirúrgicas con empleo de colgajos libres para la 

reparación de grandes defectos (Rosenthal et al., 2004) y la interposición de 

materiales biocompatibles (Paolantonio et al., 2002). Sin embargo, ninguno de 

estos procedimientos está libre de la posibilidad de problemas asociados y 

complicaciones a nivel local y general (Shah y Patel, 2004) y es por ello que el 

material de elección para la realización de una terapia sustitutiva de mucosa 

oral es la utilización como injerto de la propia mucosa oral. En este sentido, las 

recesiones gingivales vestibulares, que son un hallazgo frecuente en la 

consulta odontológica, y la necesidad de mejorar los requerimientos estéticos 

en el contorno gingival y papilar de los tratamientos de implantes dentales, 

tienen distintas soluciones quirúrgicas (Miller, 1992; Pini Patro et al., 1992; 

Sallum et al., 2003; Tal et al., 2002) entre las que destacan los injertos de 

conectivo autólogo (Langer y Langer, 1985). Esta técnica consiste básicamente 

en la toma del tejido conectivo de la mucosa palatina y posteriormente su 

utilización como injerto en la zona de la recesión gingival (Figura 1). Pero esta 

solución presenta dos desventajas, por un lado requiere de una intervención 

más sobre el paciente, y por otro lado, la herida de la mucosa palatina cicatriza 

por segunda intención y se contrae, produciendo una disminución de la mucosa 

disponible para futuras intervenciones (Fujioka et al., 1997). 
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Figura 1. Se muestra la técnica de injerto de tejido conectivo autólogo para solucionar 
recesiones gingivales vestibulares. A- Levantamiento de colgajo en zona de recesión gingival. 
B- Obtención de tejido conectivo autólogo del paladar. C- Tejido conectivo autólogo listo para 
injertar. D- Posicionamiento del injerto en la zona de la recesión gingival vestibular. (Caso 
clínico desarrollado por el grupo de docentes del Máster de Periodoncia e Implantes de la 
Universidad de Granada). 

 
Es por ello que, añadido a las limitaciones en la cantidad de tejido 

disponible para injertos, justifican la exploración de nuevas fuentes de tejido 

oral. En este contexto, la elaboración in vitro de mucosa oral o de sustitutos de 

corion de mucosa oral, empleando las técnicas desarrolladas por la ingeniería 

tisular se ha convertido en una alternativa. 

 En la presente introducción describiremos el concepto de ingeniería 

tisular, su desarrollo y perspectivas, la histología de la mucosa oral, la 

criopreservación de los tejidos artificiales y los métodos que permiten realizar 

un control de calidad de los tejidos generados por ingeniería tisular destacando 

las técnicas de viabilidad celular, y las que permiten evaluar las propiedades 

biomecánicas de un tejido para el ejercicio de sus funciones.  

A B

C
D
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1.1. Ingeniería tisular  

 

  La ingeniería tisular constituye un área en expansión que, asentada en 

los conocimientos básicos de la histología, tiene por objetivo construir tejidos 

nuevos, funcionalmente activos, a partir de células procedentes de cultivos 

desarrollados previamente y de biomateriales de distinta naturaleza que sirven 

como soporte o andamiaje, con la finalidad de reemplazar o sustituir tejidos u 

órganos perdidos o dañados por distintas causas (Langer y Vacanti, 1993; 

Campos, 2004a; Vacanti, 2006; Berthiaume et al., 2011). 

La indudable capacidad de la ingeniería tisular para regenerar tejidos del 

propio paciente a partir de células extraídas del mismo, convierte a esta 

disciplina en una de las de mayor potencialidad dentro del campo de la 

medicina regenerativa.  

Su carácter multidisciplinario permite además de la histología, recibir 

aportes desde otras áreas como la biología celular, la biología del desarrollo, la 

inmunología, las técnicas quirúrgicas y las ciencias de los biomateriales. 

De esta manera, la ingeniería tisular se nos presenta como un campo en 

rápido crecimiento que posiblemente representa el prototipo de los futuros 

desarrollos científicos. Esta disciplina emergente y en franco desarrollo 

empieza a configurarse, no sólo como línea de investigación fundamental y 

prioritaria en las universidades, en los hospitales sino también en las agendas 

de los gobiernos (Campos,  2004b). 

 

1.2. Herramientas de la Ingeniería Tisular 

  

Para generar nuevos tejidos la ingeniería tisular utiliza tres herramientas 

básicas: a) Células con capacidad de proliferación, b) Matrices extracelulares 

o andamiajes naturales o sintéticas y c) Factores de crecimiento. Las células 

sintetizan proteínas necesarias para el desarrollo de la matriz extracelular, 

mientras que el andamiaje proporciona un ambiente adecuado para la 

proliferación de las células. Finalmente, la función de los factores de 

crecimiento es facilitar y promover la regeneración del nuevo tejido. 
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 1.2.1. Células                                                                                              

 

Las células que se utilizan en ingeniería tisular son, preferentemente, células 

madre. Estas son células indiferenciadas ya que no poseen aun estructura o 

morfología diferencial o especializada que le permita realizar funciones 

biológicas reservadas a las células maduras. La función de una célula madre 

sería similar en todos los tejidos, y es la de replicarse para mantener su 

población, y la de dar lugar a células hijas que posean cualidades específicas 

(Weissman et al., 2001). 

La fuente a partir de la cual se obtienen las células tiene una gran 

influencia en el éxito del tejido a reparar. De acuerdo con esto, es posible 

clasificar las células de la siguiente manera:  

 Autogénicas o autólogas: procedentes del mismo individuo. 

 Singénicas: procedentes de un individuo genéticamente idéntico. 

 Alogénicas: procedentes de la misma especie. 

  Xenogénicas: procendentes de otras especies.  

La utilización de células autólogas son consideradas el “gold standard” y por 

lo tanto son las más apropiadas para llevar a cabo protocolos de ingeniería 

tisular, ya que ofrecen la posibilidad de manipulación con mínimos riesgos en 

relación con la respuesta del huésped y la transmisión de enfermedades. En 

cambio, las células de origen alogénico y xenogénico ofrecen un mayor riesgo 

tanto en relación con la respuesta del huésped como con la transmisión de 

ciertas enfermedades, debido a que retienen su carácter inmunogénico, motivo 

por el cual requieren una terapia de inmunosupresión cuando un nuevo tejido 

es desarrollado a partir de estas células. (Campos, 2004a; Ikada, 2006). 

Las células madre también pueden ser clasificadas según su capacidad 

para diferenciarse en distintos tipos celulares y según su origen (Montalvo, 

2008):  

  Totipotenciales: son aquéllas capaces de diferenciarse tanto en tejido 

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

tejido extraembrionario (placenta y anexos placentarios). En sentido 

estricto, solamente los estadios iniciales del desarrollo (cigoto, 

blastómeras y células de la mórula) constituirían células totipotenciales. 
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 Pluripotenciales: son aquéllas que tienen la capacidad de diferenciarse a 

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

a tejidos procedentes de cualquiera de las tres capas embrionarias 

(ectodermo, mesodermo y endodermo). Estas células son las del polo 

embrionario del blastocisto. 

  Multipotenciales: serían capaces de diferenciarse a distintos tipos 

celulares, pero siempre restringiendo su potencialidad a tejidos 

derivados de una misma capa embrionaria, es decir, tejidos derivados 

del ectodermo, mesodermo o endodermo. Se localizan en el organismo 

adulto y en el feto, destacando las de la médula ósea, que pueden 

diferenciarse a eritrocitos, leucocitos o plaquetas. 

  Unipotenciales: tienen la capacidad para formar un único linaje celular. 

Por ejemplo: células madre epiteliales de la capa basal de la epidermis.  

 

Según su origen, las células madre de estirpe humana clásicamente se han 

dividido en:  

 Embrionarias: existen únicamente en embriones humanos. Tienen una 

proliferación ilimitada y son pluripotenciales, es decir, son capaces de 

diferenciarse a cualquier tejido del organismo. Se pueden obtener a 

partir de la masa celular interna del blastocisto en el estadio de embrión 

preimplantatorio (Evans y Kaufman, 1981; Martin, 1981; Thomson et 

al., 1998), o bien, de la cresta gonadal (Matsui et al., 1991; Resnick et 

al., 1992; Shamblott et al., 1998). 

 Adultas: existen en casi todos los tejidos humanos del organismo y 

permiten la reparación y regeneración de los mismos. Tienen una alta 

capacidad proliferativa, pero no infinita: pueden producir un gran 

número de células hijas pero acaban muriendo, y un potencial de 

diferenciación menor que las células embrionarias. Son células  

multipotenciales y unipotenciales (Prósper y Verfaillie, 2004; Raff, 

2003). 

Dentro de las células madre adultas, nos encontramos con las células 

madre mesenquimales, también llamadas células madre estromales, las cuales 

se encuentran repartidas en el tejido conectivo de diversos órganos como son 
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la médula ósea (Friedenstein et al., 1974), la sangre periférica (Zvaifler et al., 

2000), el cordón umbilical (Troyer y Weiss, 2008), el tejido adiposo (Pittenger et 

al., 1999), en los dientes deciduales (Miura et al., 2003) y en el músculo 

esquelético (Jankowski et al., 2002) y han sido utilizadas recientemente en 

ingeniería tisular con resultados exitosos.  

 

 1.2.2. Matrices Extracelulares  

 

Los tejidos y órganos del cuerpo humano requieren de una estructura 

tridimensional fundamentalmente de soporte en la cual estén inmersas las 

células, llamada matriz extracelular. En el caso de los tejidos artificiales 

generados mediante ingeniería tisular, la matriz extracelular está constituida 

por un material de soporte llamado biomaterial, andamiaje, soporte, o 

armazones, los cuales deben tener como función primaria la viabilidad del 

tejido, y por tanto, promover la adhesión, proliferación, diferenciación y 

migración celular tanto dentro como en superficie de su arquitectura 

tridimensional. El andamiaje debe también facilitar el desarrollo de un ambiente 

en el que las células puedan mantener su fenotipo y su actividad de síntesis de 

proteínas. Es por ello que uno de los requerimientos de los andamiajes para 

que las células cumplan sus funciones es que sean biocompatibles, porosos y 

permitan el transporte efectivo de nutrientes, oxígeno y desechos. Los 

andamiajes además deben ser biodegradables y deben poseer adecuadas 

propiedades físicas y mecánicas, para ser reemplazado por tejido regenerado 

mientras mantiene la forma de la estructura final que se quiere obtener. Otras 

de los requisitos que se necesitan es que posean ausencia de potencial 

carcinogénico y tolerancia a la esterilización previamente a su uso clínico 

(Campos, 2004b; Palson, 2004). 

Normalmente, los andamiajes para la generación de tejidos mediante 

ingeniería tisular están compuestos por diferentes tipos de biomateriales: 

 Naturales o biológicos: son compuestos procedentes de matrices 

extracelulares naturales como el colágeno, los glicosaminoglicanos, los 

alginatos, el quitosan o polipéptidos de distinta naturaleza.  

 Sintéticos: son fundamentalmente los polímeros y los vidrios bioactivos. 

Entre los polímeros más importantes hay que mencionar a poliésteres, 
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polianhídridos, poliortoésteres, policaprolactonas, policarbonatos y 

polifumaratos. Los más utilizados son los poliésteres como el ácido 

poliglicólico (PGA), el ácido poliláctico (PLA) y el co-polímero ácido poli-

co-glicolico-láctico (PLGA). Estos poliésteres son biodegradables. Entre 

los polímeros no biodegradables se destaca el politetrafluoroetileno 

(PTFE). Por su parte los vidrios bioactivos están basados en una 

estructura reticular de sílice con iones como el calcio, sodio  y fósforo, y 

se han aplicado a la ingeniería tisular ósea por su capacidad 

osteoinductiva (Vats, 2003; Campos, 2004b). 

 Semisintéticos: son la combinación de naturales y sintéticos (Chen et al., 

2002). 

 

 1.2.3. Factores de Crecimiento 

 

Múltiples proteínas y otras moléculas no proteicas, de modo indirecto, 

como lípidos, juegan un papel importante en la proliferación y diferenciación de 

las células. Estas proteínas, que se denominan factores de crecimiento,  son 

secretadas de forma endógena por las células o bien, son el resultado de 

señales paracrinas con células vecinas.  

Los factores de crecimiento que han sido frecuentemente usados en 

ingeniería tisular son, fundamentalmente, la proteína morfogenética ósea 

(BMP), el factor de crecimiento fibroblástico básico (bFGF ó FGF-2), el factor 

de crecimiento vascular epitelial (VEGF) y el factor de crecimiento 

transformante-b (TGF-b) (Lavik y Langer, 2004; Knight y Evans, 2004). Por otra 

parte, la adición de los factores de crecimiento adecuados a las células y a la 

matriz extracelular artificial, promueve la regeneración de los tejidos en 

comparación con aquéllos en los que no existen estos factores de crecimiento 

(Lavik y Langer, 2004; Knight y Evans, 2004). 

 

1.3. Desarrollo y perspectivas de la ingeniería tisular 

 

Uno de los primeros avances de la Ingeniería Tisular se produjo cuando 

Rheinwald y Green en 1979 lograron cultivar con éxito fibroblastos y 

queratinocitos humanos en el laboratorio a partir de pequeñas biopsias de piel. 



                                                                                                                                      
  

9 

 

Posteriormente, otros investigadores desarrollaron tejido periodontal y hueso 

alveolar en combinación con el uso de membranas como barrera frente a la 

invasión de fibroblastos, lo que se ha denominado regeneración tisular guiada. 

Importantes trabajos desarrollados por Vacanti (Vacanti, 2006) permitieron un 

estudio más profundo acerca del transplante de células utilizando polímeros 

sintéticos reabsorbibles como matrices extracelulares. Al mismo tiempo 

Wakitami et al. (1989) desarrolló una técnica para la reparación de superficies 

articulares de conejo con condrocitos inmersos en geles de colágeno. Por otro 

lado, el continuo desarrollo de técnicas de obtención de materiales hísticos 

biocompatibles, liderada por los sustitutos dermo-epidérmicos (Bannasch et al., 

2003), han producido un avance en la búsqueda de un material autólogo capaz 

de sustituir el tejido primario dañado.  

Desde el punto de vista de la odontología clínica, son cuatro los 

principales factores que justifican el rápido y necesario desarrollo de la 

Ingeniería Tisular:  

 1. La posibilidad de obtener en laboratorio una fuente teóricamente 

inagotable de tejido útil para la reparación de estructuras orales.  

 2. La necesidad de encontrar sustitutos orgánicos adecuados que 

permitan disminuir traumas posoperatorios que suponen cirugías para la 

obtención de tejidos que son utilizados posteriormente como injertos.  

 3. La eliminación del riesgo de rechazo del injerto, así como a la 

necesidad del empleo de inmunosupresores tras su implante.  

 4. La eliminación del riesgo de transmisión de enfermedades desde el 

donante hasta el receptor (por ejemplo: VIH, VHB, VHC).  

Como toda ciencia en fase de expansión, existen numerosos problemas 

aún no resueltos, entre los que sobresale la obtención de cultivos celulares 

viables, la generación de un biomaterial de soporte adecuado que permita su 

empleo en la clínica y el reto de obtener constructos viables con aporte 

vascular intrínseco (Langer y Vacanti, 1993; Campos, 2004b). A pesar de esto, 

y remitiéndonos al punto de partida, los resultados alcanzados en la obtención 

de mucosa oral artificial mediante técnicas de ingeniería tisular parecen 

esperanzadores en relación a su aplicación clínica estandarizada (Lauer et al., 

2001; Izumi et al., 2003; Izumi et al., 2004; Luitaud et al., 2007; Kuo et al., 

2015). En este sentido es importante destacar que en nuestro grupo de trabajo 
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se ha generado una mucosa oral de espesor completo y sustitutos de corion de 

mucosa oral en forma eficaz (Figura 2) (Capitán Cañadas, 2006; Sanchez-

Quevedo et al., 2007; Alaminos et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 2. Se observa un modelo in vitro de mucosa oral de espesor completo generado por 

ingeniería tisular, que se compone de un epitelio que se estratifica con el paso de los días y 
que asienta sobre un sustituto de corion donde se encuentran fibroblastos inmersos en un 
andamiaje a base de fibrina y agarosa. (Tomado de Capitán Cañadas, 2006). 

 

 

1.4. Estructura y funciones de la mucosa oral humana ortotípica 

 

  La mucosa oral está integrada por dos capas de tejidos estructural y 

embriológicamente diferentes: 

1. Tejido epitelial, de origen ectodérmico.  

2. Tejido conectivo (también llamado lámina propia, corion o estroma), de 

origen mesenquimatoso.   

Las dos capas están conectadas por una membrana basal, en una 

relación ondulada y no lisa. Esto es debido a que el tejido conectivo emite 

prolongaciones hacia el epitelio, denominadas papilas coriales, que son 

invaginaciones, mientras que el epitelio emite proyecciones hacia la lámina 

propia, en forma de evaginaciones que reciben el nombre de crestas 

epiteliales. Esta disposición en papilas y crestas facilita la nutrición del epitelio 

avascular a partir del tejido conectivo que es de carácter vascular (Figura 3) 

(Ferraris y Campos, 2009).  

 

Epitelio  
Epitelio 

Epitelio 

Epitelio 

corion corion 

corion corion 
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1.4.1. Epitelio de la mucosa oral 

 

El epitelio de la mucosa oral está constituido fundamentalmente por dos 

poblaciones celulares:  

 

A. Población intrínseca o propia del epitelio: esta población está formada por 

los queratinocitos, los cuales constituyen alrededor del 90% de la población 

celular total del epitelio de la mucosa oral. Los queratinocitos son las células 

del epitelio destinadas a queratinizarse en mayor o menor grado, ya que 

algunas permanecen en la capa basal tras dividirse y generar nuevos 

queratinocitos, pero el resto de elementos celulares migran hacia el exterior, 

madurando como células especializadas hasta convertirse en ocasiones en una 

escama queratinizada (anucleada) que más tarde se descama en superficie.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Mucosa bucal de revestimiento. Epitelio estratificado plano no queratinizado y corion 
(Mejilla o carrillo), HE, X 250. (Tomado de Ferraris y Campos, 2009). 
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La población epitelial queratinocitica que reviste la mucosa oral se 

renueva constantemente. Este mecanismo de autorenovación, está controlado 

por un equilibrio de mitosis de las células de la capa basal y la descamación de 

células de la capa más superficial, en un ciclo que dura aproximadamente 14 

días. Al igual que la piel, el epitelio de la mucosa oral está organizado en 

unidades epiteliales proliferativas (Ferraris y Campos, 2009). 

 

B. Población extrínseca: esta población es de origen ajeno al epitelio, está 

formada por células permanentes y células transitorias, como se muestra a 

continuación: 

 Población extrínseca permanente: representa el 9 % de la población 

celular del epitelio y está constituida por 3 tipos de células: 

1. Melanocitos: son células claras, de núcleo pequeño, de aspecto dendrítico, 

con abundantes gránulos de melanina, los cuales hacen posible la 

pigmentación homogénea del epitelio.  

2. Células de Merkel: se encuentran entre las células de la capa basal del 

epitelio, Se diferencian de los melanocitos porque carecen de prolongaciones 

de tipo dendrítico. Son células sensoriales para la percepción de la presión.  

3. Células de Langerhans: estas células poseen prolongaciones de morfología 

dendrítica y son presentadoras de antígenos, de manera que son las 

iniciadoras de la respuesta inmunológica rápida. En la mayoría de los casos, 

aparecen en el estrato espinoso del epitelio.  

●  Población extrínseca transitoria: representan alrededor del 1 % de las 

células del epitelio y está constituida por granulocitos, linfocitos y monocitos 

sanguíneos que pueden infiltrarse en el epitelio bucal (Ferraris y Campos, 

2009). 

 

1.4.2. Membrana basal de la mucosa oral 

 

Entre el epitelio y el corion se establece la membrana basal. Esta posee 

dos regiones: la lámina basal, sintetizada por las células del tejido epitelio, y la 

lámina reticular, sintetizada por las células del tejido conectivo. La lámina basal  

está constituida por una lámina densa, rica en colágeno y una lámina lúcida 

que posee laminina y entactina. La lámina reticular por otra parte, está 
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constituida por fibras de anclaje y reticulares inmersas en una matriz de 

glucosaminoglicanos y su espesor varía de acuerdo al grado de fricción con el 

epitelio suprayacente, siendo más gruesa en los epitelios queratinizados.  

La membrana basal funciona como una estructura de fijación entre 

epitelio y conectivo y además sirve de guía para la migración celular en el 

proceso de reepitelización de heridas y como barrera defensiva (Ferraris y 

Campos, 2009). 

 

1.4.3. Lámina propia o corion de la mucosa oral 
 
 

El tejido conectivo conforma un compartimiento vasto y continuo por todo 

el cuerpo y forma la lámina propia o corion. La función del corion es servir de 

sostén y nutrición al epitelio. Su origen es a partir de mesénquima embrionario. 

Está constituido por células y una matriz extracelular, la cual se compone de 

fibras y sustancia fundamental (Ferraris y Campos, 2009). 

 

1.4.3.1. Células 

 

Las células del tejido conjuntivo pueden ser residentes (fijas) o errantes 

(libres). Las células que conforman la población celular residente o fija son 

relativamente estables y es típico que se muevan poco, entra ellas se 

encuentran los fibroblastos, miofibroblastos, macrófagos, adipocitos, mastocitos 

y las células mesenquimáticas. Por otra parte la población celular transitoria, 

libre o errante consiste en células que han emigrado de la sangre en respuesta 

a estímulos específicos, entre ellas tenemos a los linfocitos, plasmocitos, 

neutrófilos, eosinófilos, basófilos, monocitos. 

Unas de las células principales de este tejido conectivo es el fibroblasto 

la cual es la célula más abundante del tejido conectivo,  tienen a su cargo la 

síntesis de las fibras colágenas, reticulares y elásticas y de los carbohidratos 

complejos de la sustancia fundamental. Un solo fibroblasto es capaz de 

producir todos los componentes de la matriz extracelular. Su aspecto varía 

notablemente en los distintos tejidos. En los preparados de rutina teñidos con 

Hematoxilina y Eosina (H/E) lo único que suele verse es el núcleo, que a veces 

contiene un nucléolo evidente. El citoplasma presenta unas prolongaciones 
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aplanadas y pálidas que constituyen la mayor parte del volumen de la célula 

que por lo general no se ven porque se confunden con las fibras colágenas. 

Cuando estos producen matriz extracelular durante el crecimiento activo o en la 

reparación de heridas (fibroblastos activos) puede observarse su citoplasma 

más extenso e intensamente basófilo como consecuencia del aumento del 

retículo endoplásmico rugoso (RER) asociado a la síntesis proteica.  

Como describíamos anteriormente también en este tejido se encuentra 

presente el miofibroblasto, que es una célula alargada y fusiforme que no se 

identifica con preparados de rutina teñidos con H/E. Con microscopía 

electrónica de transmisión los miofibroblastos muestran características típicas 

de los fibroblastos junto con características de las células musculares lisas. Sus 

prolongaciones pueden entrar en contacto con otras prolongaciones de 

miofibroblastos mediante uniones de hendidura. Una de las funciones del 

miofibroblasto es  intervenir en la reparación de tejido mediante la contracción 

de las heridas (Ross y Pawlina, 2007; Eynard, Valentich y Rovasio,  2008). 

 

1.4.3.2. Sustancia fundamental 

 

Se localiza en todos los espacios entre los elementos figurados del tejido 

conectivo (fibras y células). Está constituida por agua, sales, proteínas y otras 

sustancias de bajo peso molecular, pero fundamentalmente está compuesta 

por glucosaminoglicanos (ácido hialurónico), proteoglucanos y glucoproteínas 

multiadhesivas. Dentro de los glucosaminoglicanos existen varios tipos, siendo 

los más comunes el ácido hialurónico y numerosos tipos de condrointinsulfatos. 

La importancia biológica de los gucosaminoglicanos es que son efectivos como 

material para ocupar espacios, impiden la difusión de bacterias a excepción de 

aquellas que son muy invasivas por la producción de la enzima hialuronidasa. 

Su cantidad varía en los diferentes tipos de tejido conectivo.  

La sustancia fundamental es sintetizada principalmente por los 

fibroblastos, dando a la matriz en estado fresco una característica de 

viscosidad, claridad y resbaladiza al tacto. Con el microscopio óptico la 

sustancia fundamental se ve con poca estructura morfológica en los cortes 

preservados por congelación, desecación y teñidos con colorantes básicos o 

con la técnica de PAS. En los preparados de rutina teñidos con H/E la 
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sustancia fundamental se pierde durante la fijación y deshidratación del tejido 

(Ross y Pawlina, 2007; Eynard, Valentich y Rovasio,  2008). 

 

1.4.3.3. Fibras 

 

Se encuentran en cantidades variables según las necesidades 

estructurales y funcionales del tejido en el que se ubiquen. Los tipos de fibras 

son las fibras colágenas, las fibras reticulares y las elásticas. Las fibras 

colágenas son las más frecuentes del tejido conectivo, con un trayecto 

ligeramente ondulado, incoloras y un grosor aproximado entre 1 a 10 µm. Estas 

fibras están compuestas por fibras más finas, denominadas fibrillas, de 0,2 a 

0,5 µm de diámetro unidas en forma paralela por un material amorfo. Las 

fibrillas a su vez están compuestas por microfibrillas paralelas de un diámetro 

de aproximadamente 50 nm que son la unidad fibrilar del colágeno y que 

exhiben un patrón de bandas transversales con una periodicidad de 68 nm. La 

subestructura de las microfibrillas de colágeno son las denominadas moléculas 

de tropocolágeno, que están compuestas por tres cadenas polipeptídicas, 

denominadas cadenas alfa,  arrolladas entre sí en espiral y unidas además por 

enlaces intramoleculares e intermoleculares, contribuyendo de esta manera a 

la estabilidad de la macromolécula. Estas cadenas peptídicas tienen una 

composición de aminoácidos como: hidroxilisina,  hidroxiprolina y glicina, 

constituyendo 1/3 de todas las proteínas de organismo humano. La función 

principal de las fibras de colágeno es fortalecer el tejido conectivo y al ser 

flexibles le permite un cierto movimiento. Presentan gran resistencia a la 

tracción en sentido longitudinal. La elasticidad en sentido longitudinal es 

moderada, de 15-20% (Ross y Pawlina, 2007; Eynard, Valentich y Rovasio,  

2008). 
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1.5. Criopreservación 

 

1.5.1. Fundamentos biológicos 

 

La criopreservación se define como el proceso por el cual células o 

tejidos son sometidos a bajas temperaturas, con el fin de preservar intactas sus 

estructuras y mantenerlos en condiciones de vida suspendida por mucho 

tiempo (Pegg, 2007; Pegg, 2015). 

Los primeros intentos de utilizar frío para la conservación de material 

biológico se remontan al año 1700, pero fue en realidad en 1949, con el 

descubrimiento del glicerol como crioprotector, cuando comenzaron a 

realizarse análisis metódicos sobre congelación. En 1972 Whittingham y 

colaboradores, publicaron los resultados de sus estudios de congelación de 

embriones de ratón y en 1983 Trounson y Mohr publicaron su trabajo sobre el 

primer embarazo en humanos logrado con embriones congelados. 

Cualquiera sea el método utilizado para la congelación de un sistema 

biológico éste atraviesa cuatro etapas. En una primera fase se produce un 

enfriamiento del sistema con congelación, una segunda fase es la de 

calentamiento y se produce una vez que el enfriamiento está por debajo del 

punto de congelación, la tercera fase es de cristalización y congelación y la 

última fase es la de enfriamiento después de la cristalización (Figura 4). 

                     

 Figura 4. Etapas que atraviesa un sistema biológico durante el proceso de congelación. 

(Tomado de Amillo y Cañadel, 1989)  
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El proceso de congelación podría resumirse de la siguiente manera: 

cuando una solución acuosa se enfría por debajo de 0° C, se produce 

formación de hielo, o sea que el efecto del frío hace que el agua cambie del 

estado líquido al sólido (hielo) sobre enfriándose hasta alcanzar una masa 

crítica de núcleos, momento en el cual se libera el calor latente por el cambio 

de estado líquido-sólido (Akyurt et al., 2002).  Ahora bien, en muy pocas 

ocasiones encontraremos en la naturaleza agua en su estado puro, por lo que 

toda agua que encontremos en el medio ambiente estará combinada con sales. 

Por lo tanto es importante comprender que existe una correlación entre la 

temperatura a la que se somete  una solución (agua, solvente) y la 

concentración de sales que ésta contiene (soluto). Consecuentemente,  cuando 

una solución comienza a congelarse se forman cristales de hielo, lo que indica 

que a la vez que el agua se congela (cristaliza) la concentración de la solución 

(relación entre moléculas de agua libre y moléculas de la sal en solución) 

aumenta. De esta misma forma se puede decir que el punto de congelación de 

una solución disminuye con el aumento de la concentración de sales. Por 

ejemplo, el agua pura (0 % de sales) se congela a 0º C, pero la solución 

fisiológica, ClNa 9 %, comienza a congelarse cerca de los -5° C y alcanza su 

punto eutéctico a -21,6º C. El punto eutéctico de una solución es el punto 

térmico en el cual la solución a consecuencia de la congelación misma alcanzó 

un punto en el que ya no hay más solvente libre en la solución, o sea que no 

hay más agua libre ya que toda se ha congelado produciendo como resultado 

la concentración máxima de las sales que estaban en solución. Volviendo al 

ejemplo de la solución fisiológica, ésta comienza a formar hielo (inicio de la 

congelación) cuando se encuentra entre -2 y -5º C, y se congelará totalmente 

(punto eutéctico) cuando alcanza     -21º C, variando la molaridad (M: 

concentración de sales) de la solución inicial de 0.165 M a 6 M. La 

concentración de una solución varía acorde a la temperatura a la que se 

expone, es decir que, si la velocidad de enfriamiento es lenta el agua sale de la 

célula puesto que la permeabilidad de la membrana es elevada; si la velocidad 

es elevada el agua no sale de la célula y se congela bruscamente. La mayor 

parte de los sistemas biológicos son congelados a velocidades lentas de 1 a 5º 

C por minuto. A estas velocidades sucede en el medio extracelular una 

formación de hielo que provoca una disminución de la fracción líquida y un 
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aumento de la concentración de solutos y en las células una salida del agua 

intracelular, un aumento de la concentración salina y una disminución del 

volumen celular (Vila y García, 1983). 

Este proceso no está exento de problemas ya que puede inducir 

alteraciones en organelas y  membranas celulares, y también en los tejidos a 

criopreservar (Woods et al., 2004). En el proceso de criopreservación se 

consideran períodos críticos para la supervivencia celular, a la fase inicial de 

congelación y al período de descongelación (Mazur, 1984). Durante la fase 

inicial de congelación puede producirse lesión celular como consecuencia 

directa de la formación de hielo intracelular (Lovelock, 1953) y por el estrés 

osmótico al que está sometida la membrana celular durante la congelación y 

descongelación. Las membranas celulares son las estructuras que sufren 

mayor daño en los procesos de congelación en general, debido a la pérdida de 

fluidez de sus componentes lipídicos. La transición de lípidos fluidos a sólidos 

se presenta a temperaturas entre 10 y 16º C alterando todas las funciones de 

la membrana y confiriéndole un alto grado de fragilidad (Grossmann y Santaló, 

1991). 

Por tal motivo la congelación sin protección sería letal, es por esto que 

resulta necesaria la aplicación de soluciones  llamadas  crioprotectores.  

 

1.5.2. Crioprotectores 

 

Los crioprotectores son soluciones químicas que deben tener la 

capacidad de ser  hidrosolubles (permeables a la membrana plasmática), de 

baja toxicidad y que disminuyan el punto congelación. Estos pueden 

clasificarse de acuerdo a la permeabilidad celular en penetrantes y no 

penetrantes, y bioquímicamente en alcoholes (metanol, etanol, propanol, 

propanediol y glicerol), azúcares (glucosa, lactosa, sacarosa) y el dimetil 

sulfóxido (DMSO) (García, 1984; Porcu, 2001). Por lo tanto, cabe esperar, que 

cada grupo de células u órganos responda de distintas maneras a diferentes 

crioprotectores, a diferentes concentraciones y a diferentes tiempos de 

permanencia en la solución crioprotectora (Rana, 1995).  

Los crioprotectores penetrantes actúan mediante un mecanismo 

coligativo, que se caracteriza porque al tener bajo peso molecular penetran en 
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la célula generando una solución salina isotónica entre esta y el medio 

extracelular, por lo tanto estas sales disminuyen el punto de congelamiento 

cuanto más sales están disueltas en la célula.  

Los crioprotectores no penetrantes poseen un alto peso molecular, son 

poco permeables a las células y actúan mediante un mecanismo de 

vitrificación, que consiste en la realización de un enfriamiento rápido a muy 

bajas temperaturas, logrando la producción de un estado cristalino en donde la 

célula alcanza una viscosidad lo suficientemente alta como para comportarse 

como un sólido amorfo sin la formación de hielo. De esta manera se reducen 

los niveles de toxicidad por parte de los crioprotectores y se evita la 

deshidratación de la célula a límites extremos logrando disminuir el 

rompimiento de la membrana plasmática por arrugamiento durante la 

congelación (Boiso, 2001; Meryman, 1971). 

  

1.5.3. Métodos de criopreservación 

 

A los métodos de criopreservación los podemos clasificar de acuerdo a 

la velocidad de congelación y descongelación en: 

Congelación lenta                                           Descongelación lenta 

Congelación lenta                                           Descongelación rápida 

Congelación Ultrarrápida 

Vitrificación 

 

En la congelación lenta, la adición del crioprotector suele hacerse por 

pasos, y el descenso de la temperatura se realiza lentamente. De esta manera 

el frío solidifica el agua en el medio extracelular disminuyendo el volumen de 

agua y aumentando la concentración de solutos en ese medio. Como 

consecuencia de esto el agua de la célula pasa al medio extracelular, para 

mantener el equilibrio osmótico, generando una deshidratación controlada en la 

misma. De esta manera se evita una deformación extrema de la estructura de 

la membrana plasmática y aumenta la concentración de sales dentro de la 

célula produciéndose un descenso del punto de congelación que evita a su vez 

la formación de cristales de hielo intracelular (Mazur, 1963; Sanfilippo et al., 

2013). 
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La descongelación lenta se lleva a cabo también mediante el uso de un 

congelador programable, mientras que la descongelación rápida se hace 

rápidamente a temperatura ambiente o en un baño de agua a 30º C, para evitar 

la re-cristalización. 

La congelación ultrarrápida fue originalmente descrita para la 

congelación de embriones por Trounson en 1986. Implica la rápida 

deshidratación celular, utilizando altas concentraciones de crioprotectores, 

usualmente DMSO y sacarosa, seguida de inmersión en nitrógeno líquido. 

La vitrificación (Rally y Fahy, 1985) tampoco requiere la utilización de un 

congelador programable. Se basa en la congelación rápida de una mezcla de 

crioprotectores utilizados en altas concentraciones, que a bajas temperaturas 

aumentan su viscosidad adquiriendo un aspecto amorfo similar al vidrio, del 

cual toma su denominación, sin formación de hielo (Ehrlich et al., 2015). 

 

1.5.4. La criopreservación en la ingeniería tisular 

 

Diferentes estudios realizados hasta la actualidad han investigado sobre 

los protocolos de criopreservación para algunos órganos y tejidos. La tráquea 

(Tanaka te al., 2003) y el corazón (Amir et al., 2004) son algunos  de los 

órganos que se ha logrado criopreservar; sin embargo los estudios y avances 

siguen siendo experimentales (Bakhach, 2009), ya que es ineludible la 

importancia que tiene la formación de hielo, la cual es gravemente perjudicial 

durante la criopreservación. El éxito en la criopreservación de órganos y tejidos 

requerirá de métodos que logren las condiciones de equilibrio en que el hielo 

no pueda formarse, sea cual sea la velocidad de enfriamiento (Elford et al., 

1972; Pegg, 2006).  

En el ámbito de la ingeniería tisular se ha logrado criopreservar también 

sustitutos de dermis alogénicos cultivados con fibroblastos sobre biomateriales 

a base de ácido hialurónico y atelocolágeno (Kubo y Kuroyanagi, 2005). 

También en estudios previos se ha demostrado que es posible criopreservar 

mucosa oral humana generada por ingeniería tisular con un biomaterial a base 

de colágeno (Spoerl et al., 2008), sin embargo no se han estudiado hasta la 

actualidad los protocolos de criopreservación para sustitutos de corion de 

mucosa oral a base de fibrina/agarosa y fibroblastos gingivales humanos 
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generados mediante ingeniería tisular (Alaminos et al., 2007; Sánchez-

Quevedo et al., 2007).  

Futuras investigaciones destinadas a desarrollar métodos de 

criopreservación para ingeniería tisular deben por lo tanto focalizar su actividad 

en determinar el óptimo protocolo entre un infinito número de posibilidades. La 

investigación experimental y teórica es necesaria para aclarar los mecanismos 

de daño durante la criopreservación, y para desarrollar modelos predictivos de 

esos procesos deletéreos.  

 

1.6. Control de calidad de los tejidos generados por ingeniería tisular 

  

La ingeniería tisular se comporta como una disciplina novedosa que en 

la actualidad nos permite desarrollar en el laboratorio diferentes tejidos 

artificiales. El objetivo final de la ingeniería tisular es lograr que esos tejidos 

artificiales puedan ser utilizados en pacientes, por esa razón es necesario 

previamente que los mismos sean analizados y evaluados y que sus 

propiedades sean similares a la de los tejidos naturales que deben sustituir. Es 

por ello que el uso terapéutico de los nuevos tejidos exige el cumplimiento de 

protocolos sanitarios antes de su incorporación a la práctica clínica. Este 

control sanitario ha de hacerse a varios niveles. El primer nivel de control 

sanitario está vinculado al análisis macroestructural e histológico de los tejidos 

construidos por ingeniería tisular y al análisis de las células y los biomateriales 

que se utilizan para la construcción del nuevo tejido, lo que incluye el análisis 

de la viabilidad celular y de la biocompatibilidad de los biomateriales. Un 

segundo nivel vinculado al control de calidad ha de hacerse en relación con el 

mantenimiento y la conservación de los tejidos artificiales. El objeto es 

garantizar la idoneidad biológica y terapéutica y el uso diferido de ellos. En este 

sentido uno de los mecanismos que se utilizan para evitar la degradación de 

los componentes celulares de los nuevos tejidos es la criopreservación 

(Campos, 2004b; Dawson et al., 2003). 
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1.6.1. Análisis macroestructural 

 

 En relación con el control de calidad de los tejidos artificiales es 

necesario evaluar las características macroscópicas que poseen dichos tejidos 

con el objeto de establecer la consistencia y la manipulabilidad de los mismos.  

 

1.6.2. Análisis histológico 

 

En relación con el control de calidad de los tejidos artificiales, ha de 

investigarse la naturaleza histológica del tejido artificial para comprobar su 

carácter biomimético con el tejido nativo utilizando para ello las técnicas 

habituales de la histología clásica.  

 

1.6.3. Viabilidad celular 

 

 La utilización de las células en ingeniería tisular exige evaluar la 

viabilidad de las mismas como una manera de valorar su capacidad para 

asociarse al tejido artificial y la capacidad de mantener su actividad funcional 

en el interior del organismo. Los métodos utilizados para evaluar la viabilidad 

celular en modelos experimentales in vitro son múltiples y variados y están 

basados esencialmente en criterios morfológicos, bioquímicos y metabólicos 

(Tabla I). 
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Tabla I. Métodos de viabilidad experimentales in Vitro. (Tomado de Prof Dr. Fernandez 

Segura E). 

 

Entre estos métodos, vamos a continuación a describir los fundamentos 

de los dos métodos que hemos utilizado en esta tesis doctoral, uno es el de 

exclusión vital de azul tripán y el otro es el de Live & Dead.  

 El método de exclusión vital de azul tripán permite evaluar la integridad 

de la membrana plasmática. El fundamento de esta técnica radica en la 

incapacidad de las células vivas para incorporar dicho colorante penetrando tan 

sólo en las células muertas cuya membrana plasmática está dañada. El tripán 

azul es un colorante soluble en agua cuyos grupos cargados amino y sulfato le 

impiden atravesar las membranas celulares intactas, por tanto tiñe sólo las 

células muertas o dañadas (Figura 5) (Bouillaget et al., 2000; Rodriguez et al., 

2008). 

 

 

 

 

 

Figura 5. Fórmula química desarrollada del Azul Tripán. 

Parámetros  morfológicos Parámetros bioquímicos Parámetros metabólicos
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(ej.: concentración Ca2+)

VIABILIDAD CELULAR: 
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 El método de Live & Dead se caracteriza porque analiza también la 

permeabilidad de membrana pero utilizando dos tipos de colorantes, uno que 

necesita una etapa de metabolización intracelular (calceína-AM) y otro de 

exclusión vital (Ethidium homodimer-1). El fundamento de esta técnica radica 

en que se utiliza la calceína-AM que posee una molécula lipofílica (grupo 

lipofílico AM) la cual le permite atravesar la membrana plasmática por difusión 

pasiva. Luego, unas esterasas citoplasmáticas inespecíficas clivan el grupo 

lipofílico por hidrólisis lo que determina la emisión de una fluorescencia verde. 

Por tanto, las células vivas que no ven alteradas sus membranas y que poseen 

una buena actividad metabólica emiten una fluorescencia verde. Por el 

contrario, cuando las células ven alteradas sus membranas dejan penetrar al 

Ethidium homodimer-1 que se une al ADN del núcleo y lo  tiñe con una 

fluorescencia roja indicando que se está en presencia de una célula muerta. Es 

por todo esto que el método de viabilidad de Live & Dead es considerado un 

método mixto ya que valora permeabilidad de la membrana plasmática y 

actividad metabólica de esterasas citoplasmáticas (Dinatolo et al., 2011; Hans 

et al., 2012). 

 Existe también un método basado en la medición de la liberación de 

moléculas intracelulares, el cual está fundamentado, asimismo, en las 

alteraciones de la permeabilidad de la membrana celular bajo la acción de los 

tóxicos. Dicho método es enzimático y está basado en la medición de la enzima 

citosólico láctico deshidrogenasa (LDH), enzima que es liberada al medio 

extracelular tras graves alteraciones de la membrana plasmática. En efecto la 

alteración de la membrana plasmática induce el escape de estas enzimas 

citosólicas que se manifiesta por un aumento de la coloración rojiza en el medio 

de cultivo (Rodriguez et al., 2008).  

 

1.6.4. Propiedades biomecánicas  

 

        En el campo de la ingeniería tisular, sin bien se han estudiado las 

propiedades biomecánicas de distintos tejidos artificiales, es importante 

profundizar en el conocimiento de estas propiedades en aquellos tejidos 
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artificiales que son sometidos a procesos de criopreservación, para lo cual se 

hace necesario la utilización de una ciencia como lo es la reología. 

La reología es la ciencia que estudia los fenómenos de deformación y 

flujo de los materiales (Barnes et al., 1993). En este contexto, los materiales 

pueden clasificarse en sólidos ó fluidos (líquidos o gases) (Macosko, 1994). Los 

sólidos ideales se comportan elásticamente ya que cuando se someten a un 

esfuerzo se deforman en respuesta a éste, y una vez que cesa recuperan su 

forma inicial (sólido ideal o de Hooke). La energía asociada a la aplicación del 

esfuerzo se almacena como energía potencial elástica, y es recuperada 

completamente al cesar el esfuerzo. Por el contrario, los fluidos ideales 

experimentan una deformación monótonamente creciente con el tiempo (flujo) 

al ser sometidos a un esfuerzo, y al cesar éste no se recupera en absoluto la 

forma inicial. La energía asociada a la aplicación del esfuerzo se disipa en el 

líquido en forma de calor (disipación viscosa), esto quiere decir que no puede 

ser recuperada al desaparecer el esfuerzo (Macosko, 1994). 

Los materiales reales no son ni sólidos ideales ni líquidos ideales 

(Macosko, 1994). Los sólidos reales pueden ser deformados irreversiblemente 

bajo la aplicación de una fuerza suficientemente grande (Macosko, 1994). Por 

ejemplo: por encima de un determinado valor del esfuerzo, el acero, un sólido 

típico, se deforma irreversiblemente, como en el caso de la chapa de acero, 

cuando se moldea bajo una prensa formando tapas de motor o techos de 

automóvil. 

Sólo unos pocos líquidos importantes en la técnica o en la práctica se 

comportan como líquidos ideales. La mayoría de los líquidos presentan un 

comportamiento reológico que incluye una cierta elasticidad, es decir, una 

característica típica de los sólidos (Barnes, 1993).  

Podemos decir por tanto, que los materiales reales poseen 

características tanto propias de los líquidos ideales (comportamiento viscoso) 

como de los sólidos ideales (comportamiento elástico). Se dice entonces que 

los materiales reales son tanto viscosos como elásticos; es decir, son 

materiales viscoelásticos (Barnes, 1993; Macosko, 1994). Estos materiales 

viscoelásticos se caracterizan por mostrar un flujo viscoso combinado con 

deformación elástica cuando se los somete a un esfuerzo. Este es el 

comportamiento típico de los materiales poliméricos (Larson, 1999). 
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Clasificados los diferentes cuerpos el problema básico de la reología es 

determinar la relación existente entre el esfuerzo aplicado y la deformación 

producida en un material de una naturaleza físico-química dada. Esta relación 

es conocida para sólidos elásticos sometidos a pequeñas deformaciones como 

la Ley de Hooke, y para líquidos sencillos y gases como Ley de Newton de la 

viscosidad (Macosko, 1994). Sin embargo, no siempre existe una relación lineal 

entre esfuerzo y deformación debido a complejidades en la estructura y 

morfología de algunos materiales.  

La reología resulta interesante para cuantificar fenómenos relacionados 

con la estabilidad física, sedimentación y redispersión, ya que nos permite 

conocer de una forma indirecta la estructura interna de los sistemas (Larson, 

1999). 

La reología tiene aplicación en diversos campos: para el fisiólogo, la 

reología gobierna la circulación de la sangre y los grandes vasos; para el 

médico, la fluidez de las soluciones que se inyectan con jeringas hipodérmicas 

o que se inyectan por vía intravenosa; para el farmacéutico, la reología es 

importante en la preparación de la mayor parte de las formas farmaceúticas. 

La reometría es la parte experimental de la reología, para la cual se 

emplea un aparato llamado reómetro con el que se mide el flujo macroscópico, 

que a su vez es consecuencia de los cambios microestructurales que se 

producen en el seno del material (invisibles a simple vista) (Macosko, 1994). 

Existen dos modos básicos de caracterización reológica experimental de un 

material: uno se refiere a las medidas en estado estacionario o viscosimetría, y 

el otro a las medidas en régimen dinámico u oscilometría (Barnes, 1993). En el 

primero el material objeto de estudio se somete a un esfuerzo constante y se 

mide la deformación resultante en función del tiempo. A partir de este tipo de 

medida se puede conocer si el material tiene un comportamiento 

marcadamente elástico (no fluye) o marcadamente viscoso (fluye). En este 

último caso se obtiene la viscosidad, como relación entre el esfuerzo aplicado y 

la velocidad con la que se deforma el material. Es habitual en muchos 

materiales la existencia de un esfuerzo mínimo por debajo del cual no existe 

flujo durante el tiempo de medida, mientras que por encima de él el material 

fluye. A esto se le conoce como esfuerzo umbral, y para caracterizarlo es usual 

someter el material a rampas de esfuerzos de valor creciente. A la 
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representación gráfica resultante en la forma esfuerzo de cizalla vs velocidad 

de deformación se la conoce como reográma, y a la pendiente correspondiente 

a la zona de flujo como viscosidad dinámica (Barnes, 1993).  

Para el caso de los materiales con comportamiento marcadamente 

viscoso y elástico, es habitual realizar experimentos en régimen dinámico. En 

este tipo de experimentos, el material se somete a esfuerzos oscilatorios 

(sinusoidales) de amplitud y frecuencia dada. A partir de la relación, tanto en 

amplitud como en fase, entre la deformación resultante y el esfuerzo aplicado, 

se obtienen los llamados módulos elástico o de almacenamiento (G’) y viscoso 

o de pérdidas (G’’) (Barnes, 1993). Estas magnitudes (módulos) cuantifican 

tanto el carácter elástico como el viscoso del material. Así, un material 

marcadamente elástico tendrá un valor de G’ varios órdenes de magnitud 

superior al de G’’. Lo contrario ocurriría para un material marcadamente 

viscoso. Es habitual someter los materiales tanto a experimentos oscilométricos 

en los que la frecuencia se mantiene fija y la amplitud del esfuerzo variable 

(barridos de amplitud) como a experimentos en los que la amplitud del esfuerzo 

se mantiene fija y la frecuencia variable. Ello permite caracterizar la respuesta 

viscoelástica del material para distintas condiciones experimentales, que 

simulen situaciones de utilidad práctica (Barnes, 1993).  

 La reología, en consecuencia, resulta interesante para cuantificar 

fenómenos relacionados con la estabilidad física, y los cambios que tienen 

lugar en los materiales a escala microscópica. En el caso de los biomateriales, 

las propiedades biomecánicas (reológicas) son además sustanciales para 

muchos procesos asociados a sus funciones. Por ejemplo, los tejidos de la 

faringe han de tener unas determinadas propiedades mecánicas para poder 

emitirse sonidos de frecuencia audible. La reología permite pues comprobar si 

los biomateriales que deben ser injertados en los individuos, poseen las 

propiedades biomecánicas adecuadas, para lo cual es necesario realizar una 

completa caracterización reológica de estos (Meyers et al., 2008). Las 

propiedades viscoelásticas de tejidos blandos intraorales han sido estudiadas 

bajo diferentes metodologías (Inoue et al., 1985; Yatabe, 1991; Roodenburg et 

al., 1990; Birch y Srodon 2009; Kutti y Webb, 2009).  

Si bien la viscoelasticidad ha sido evaluada en  sustitutos de corion de 

mucosa oral a base de fibrina y agarosa generados por ingeniería tisular 
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(Rodríguez et al., 2011), las propiedades reológicas en estos sustitutos 

sometidos a criopreservación no han sido estudiados hasta ahora.  

Asimismo, como comentábamos en capítulos anteriores, si bien existen 

protocolos de criopreservación para tejidos natulares y se ha innovado con 

protocolos en el ámbito de la ingeniería tisular, particularmente al criopresevar 

mucosa oral humana generada con un biomaterial a base de colageno (Spoer 

et al., 2008), no se han desarrollado estudios hasta la actualidad de protocolos 

de criopreservación para sustitutos de corion de mucosa oral humana a base 

de fibrina y agarosa (Alamitos et al.,  2007; Sanchez-Quevedo et al., 2007). 

En la presente tesis doctoral desarrollamos distintos protocolos de 

criopreservación de sustitutos de corion de mucosa oral generados por 

ingeniería tisular y con la finalidad de realizar un control de calidad de estos 

tejidos artificiales, hemos llevado a cabo análisis macroestructurales, 

histológicos, de viabilidad celular y de propiedades biomecánicas en dichos 

tejidos.  
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Objetivo General: 

 Generar sustitutos de corion de mucosa oral a base de fibrina y 

agarosa mediante ingeniería tisular y realizar un control de calidad de estos 

tejidos artificiales cuando los mismos son sometidos a un proceso de 

criopreservación utilizando distintas soluciones crioprotectoras. 

 

Objetivos Específicos: 

 

 1. Someter a los sustitutos de corion de mucosa oral a un proceso de 

criopreservación con las distintas soluciones crioprotectoras estandarizadas 

(DMSO al 10%, DMSO al 15% y Gricerol) que se utilizan en los Bancos de 

Tejidos. 

 

2. Evaluar el comportamiento macroestructural de los sustitutos de 

corion de mucosa oral generados por ingeniería tisular tras la utilización de los 

distintos protocolos de criopreservación. 

 

 3. Realizar un análisis histológico mediante microscopía óptica de los 

sustitutos de corion de mucosa oral generados por ingeniería tisular en las 

distintas condiciones de criopreservación.  

 

 4. Evaluar la viabilidad celular en poblaciones celulares aisladas y a nivel 

tisular de los sustitutos de corion de mucosa oral generados por ingeniería 

tisular  en los distintos protocolos de criopreservación. 

 

5. Evaluar las propiedades biomecánicas de los sustitutos de corion de 

mucosa oral generados por ingeniería tisular sometidos a los distintos 

protocolos de criopreservación. 
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3.1. Obtención de muestras de mucosa oral humana 

 

En la presente tesis doctoral, se obtuvo un total de 10 muestras de 

mucosa oral masticatoria normal de espesor total (epitelio y corion) 

procedentes de 10 pacientes sometidos a diferentes procedimientos de cirugía 

oral ambulatoria bajo anestesia local. Ninguno de los pacientes seleccionados 

para este trabajo presentaron enfermedad sistémica grave, proceso neoplásico 

asociado o enfermedad infectocontagiosa. Los mismos fueron tratados en el 

Máster de Periodoncia e Implante que se desarrolla en la Facultad de 

Odontología de la Universidad de Granada (España) y en todos los casos, se 

contó con el consentimiento informado de los pacientes aprobado por el comité 

de ética de la investigación de la  de provincia Granada.  

Inmediatamente después de obtenidas las muestras, fueron introducidas 

en un medio de transporte estéril constituido por medio de Eagle modificado 

por Dulbecco (DMEM) (Sigma-Aldrich Ref. D5796, Saint- Quentin-Fallavier, 

Francia) suplementado con antibióticos (500 U/ml de penicilina G y 500 g/ml 

de estreptomicina) y antimicóticos (1,25 g/ml de anfotericina B) (Sigma-Aldrich 

Ref. A5955, Steinheim, Germany) para evitar una eventual contaminación de la 

muestra.  

3.2. Obtención de cultivos primarios de fibroblastos 

 

Para realizar la separación de epitelio-corion se incubaron las muestras 

en dispasa al 2 % durante 12 horas a 4º C. Posteriormente y una vez separado 

el corion del tejido epitelial, se llevó a cabo la digestión de la matriz extracelular 

con la finalidad de conseguir la separación de los fibroblastos gingivales 

incluidos en dicha matriz. Para ello las muestras fueron incubadas a 37º C en 

una solución estéril de colagenasa tipo I de Clostridium hystoliticum (Gibco BRL 

Life Technologies Ref. 17100-017, Karlsruhe, Alemania) al 2% en medio de 

cultivo DMEM durante 6 horas. Esta solución de colagenasa permite digerir el 

colágeno del corion y liberar los fibroblastos. El corion sometido a colagenasa 

se centrifugó a 1000 rpm durante 10 minutos con una temperatura de 21º C 

(Omnifuge 2.0 RS), y se recogió el pellet celular correspondiente a los 
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fibroblastos para posteriormente colocarlos en frascos de cultivo de 15 cm2 de 

superficie (Corning® Flash, NY, USA). Como medio de cultivo, se utilizó DMEM 

rico en glucosa (Sigma-Aldrich Ref. D5796) suplementado con antibióticos-

antimicóticos (100 U/ml de penicilina G, 100 g/ml de estreptomicina y 0,25 

g/ml de anfotericina B; Sigma-Aldrich Ref. A5955) y suero bovino fetal (SBF) 

(Sigma-Aldrich Ref. F9665, Taufkirchen, Germany) al 10 %. En todos los casos, 

las células fueron incubadas en una estufa a 37° C con un 5 % de dióxido de 

carbono (Nuaire DH Autoflow), en condiciones estándar de cultivo celular. Los 

medios de cultivo fueron renovados cada tres días (Sánchez-Quevedo et al., 

2007). 

 

3.3. Sub-cultivo de fibroblastos procedentes de cultivos primarios de 

mucosa oral 

 

Alcanzada la confluencia celular, los cultivos celulares se lavaron con 

tampón fosfato salino (PBS) estéril y se incubaron en 2 ml de una solución de 

tripsina 0,5 g/l y EDTA 0,2 g/l (Sigma Aldrich Ref. T4799) a 37º C durante 10 

minutos para disgregar los mecanismos de adhesión entre las células y de 

estas a la superficie del frasco de cultivo, con la finalidad de obtener 

fibroblastos aislados. Cumplidos los 10 minutos, se procedió a inactivar la 

tripsina utilizada mediante la adición de 2 ml de medio de cultivo DMEM. La 

presencia de abundantes proteínas séricas en el medio de cultivo DMEM es 

capaz de inactivar la acción proteolítica de la tripsina. Posteriormente, la 

solución inactivada en la cual se encontraban las células desprendidas, se 

centrifugó a 1000 rpm durante 10 minutos para obtener un pellet o botón celular 

con las células de interés, desechándose el sobrenadante con la tripsina. El 

pellet celular se re-suspendió cuidadosamente en 5 ml de medio DMEM y parte 

de las células se cultivaron en frascos de cultivo de 15, 25 ó 75 cm2 de 

superficie, para su utilización en subcultivos posteriores (Sánchez-Quevedo et 

al., 2007). 
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3.4. Desarrollo de la matriz extracelular: elaboración de un sustituto de 

corion de la mucosa oral 

 

En esta tesis doctoral se elaboró un sustituto de corion de mucosa oral, 

cuyo protocolo de elaboración se expone a continuación: 

En cabina de flujo laminar (Telstar AV-100) para 26,7 ml de fibrina y  

agarosa se emplearon los siguientes componentes:  

  - Plasma                                              21  ml 

- DMEM +125.000 células/ml                              2    ml 

- Ácido Tranexámico                                           200 µl 

- Agarosa 2 %                                                     1,5 ml   

- Cl2Ca 1%                                                           2   ml 

  

Para la creación de los sustitutos de corion de mucosa oral, se utilizó 21 

ml de plasma sanguíneo humano que procedía de donantes sanos (cedido por 

el Centro Regional de Transfusión Sanguínea y Banco de Tejidos de Granada y 

Almería, España) y con el seguimiento de las normas y recomendaciones de la 

Asociación Española de Bancos de Tejidos (AEBT).  

          Posteriormente se añadió al plasma 2 ml de medio de cultivo DMEM con 

fibroblastos en una concentración de 125.000 cel/ml. Para evitar la fibrinólisis 

espontánea de los geles de fibrina, se incorporó 200 µl de ácido tranexámico 

(Amchafibrín®, Fides Ecofarma, Valencia, España). Posteriormente se 

incorporó 1,5 ml de agarosa tipo VII especial para cultivos celulares (Sigma-

Aldrich Ref. A9045). Previamente la agarosa sólida se disolvió al 2 % (v/v) en 

PBS, calentando la mezcla hasta ebullición para favorecer la disolución de la 

agarosa. Esta solución de agarosa al 2 % en PBS se esterilizó a 120° C y 2 

atmósferas de presión mediante auto-clavado. Para la fabricación de los 

sustitutos corion, se incubó a baño María el gel de agarosa hasta alcanzar el 

punto de fusión, momento en el que fue agregada a la mezcla de fibrina, hasta 

obtener una concentración final de 0,1 %. 



                                                                                                                                                                                                                 

 

 

35 

Finalmente, la reacción de coagulación de la fibrina se precipitó 

mediante la adición de 2 ml de Cl2Ca al 1% a la mezcla, e inmediatamente, se 

alicuotó en recipientes estériles de cultivo celular (Transwell 3450 de 6 pocillos, 

Corning, NY 14831, USA),  4 ml de la solución en cada pocillo y se dejó 

solidificar a temperatura ambiente durante 5 minutos. Los pocillos con la 

solución se dejaron en el incubador a 37° C con un 5 % de CO2, durante 2 

horas para que coagularan y secaran. Después de este tiempo los geles o 

constructos o sustitutos de corion fueron cubiertos en su totalidad con 2 ml de 

medio de cultivo DMEM. Los medios de cultivos fueron renovados cada tres 

días (Sánchez-Quevedo et al., 2007). 

 

3.5. Proceso de criopreservación de los sustitutos de corion de la mucosa 

oral 

 Para la conservación a corto plazo de los sustitutos de corion y con la 

finalidad de mantener la viabilidad celular a bajas temperaturas,  después de 7 

días de elaborados los sustitutos de corion, se sometieron a un proceso de 

criopreservación en nitrógeno líquido. Para ello se procedió a la preparación de 

las distintas soluciones crioprotectoras siguiendo los distintos protocolos del 

Banco de Tejidos de Granada. 

 

3.5.1 Soluciones crioprotectoras 

 

 Solución de criopreservación A 

En cabina de flujo laminar las proporciones para 100 ml:  

 - Medio TC 199                                                    70 ml                         

 - DMSO                                                15 ml                                                            

 - Albúmina al 20 %                                               15 ml 

Se mezclaron el TC 199 (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Germany) y el 

DMSO (Merck, Damstad, Germany), se enfriaron a 4° C y posteriormente se 

agregó la albúmina fría (Sigma Aldrich Chemie, Steinheim, Germany).  
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 Solución de criopreservación B 

En cabina de flujo laminar las proporciones para 100 ml: 

  - Medio DMEM                                           70 ml 

  - SBF                                             20 ml 

  - DMSO                                            10 ml 

 

 Solución de criopreservación C 

En cabina de flujo laminar las proporciones para 100 ml: 

- Medio QC (DMEM, Ham F12 con 10% SBF, 

      Adenina 24mg/ml, hidrocortisona 0,4mg/ml,     

       insulina 5mg/ml, 

       factor de crecimiento epidermal 10ng/ml, 

       triyodotironina 1,3 ng/ml)                               90 ml 

   - Glicerol (Merk, Damstad, Germany)                  10 ml 

 

Todas las soluciones una vez elaboradas se mantuvieron a 4º C. 

 

3.5.2 Protocolo de congelación  

A los 7 días de elaborados los sustitutos de corion se  retiraron de los 

pocillos correspondientes con bisturí y microespátulas estériles (Corning® 

incorporated, NY, USA) manteniendo su forma original, y fueron trasladados a 

placas de petri (Corning® Incorporated, NY, USA) donde se cubrieron en su 

totalidad cada uno de ellos con una solución crioprotectora diferente, las cuales 

estaban refrigeradas a 4º C. Las muestras fueron sometidas a un proceso de 

congelación lenta para evitar un choque térmico demasiado brusco. En un 

primer momento los sustitutos de corion de mucosa oral con las distintas 

soluciones crioprotectoras fueron mantenidos con hielo durante 30 minutos. 

Posteriormente las muestras se llevaron -20º C durante las primeras 24 horas y 
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a -80° C durante 48 horas. Finalmente, fueron trasladados a un tanque con 

nitrógeno líquido (inicialmente en fase vapor y después en fase líquida), donde 

se almacenaron por un período de 7 días. 

           Los controles respectivos fueron sustitutos de corion de mucosa oral  no 

expuestos a un proceso de criopreservación (CF) y sustitutos de corion 

expuestos a criopreservación (CS) sin solución crioprotectora. 

 

3.5.3 Protocolo de descongelación 

  El protocolo de descongelación para los sustitutos de corion 

criopreservados, fue la descongelación rápida, la cual consistió en exponer las 

muestras a temperatura ambiente de 20º. 

           Posterior a la descongelación, las muestras se lavaron inmediantamente 

dos veces en PBS para eliminar las soluciones crioprotectoras y se procedió a 

realizar los distintos ensayos planteados en los objetivos.  

A modo de resumen en el siguiente esquema (Figura 6) se muestra el 

modelo experimental seguido en esta tesis doctoral. Asimismo, el total de 

sustitutos de corion analizados por grupo experimental fue de 20 muestras 

independientes siendo un total de 100 muestras las evaluadas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Diagrama del trabajo experimental. Antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA) 
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3.6. Control de calidad de los tejidos generados por ingeniería tisular 

 

3.6.1. Análisis macroestructural de los sustitutos de corion de mucosa oral  

Finalizado el proceso de descongelación, 5 sustitutos de corion por cada 

grupo experimental fueron retirados de los pocillos correspondientes con 

microespátulas estériles (Corning® incorporated 3012, NY, USA) y 

posteriormente fueron manipulados con pinzas de algodón para valorar su 

consistencia. Además su morfología fue fotografiada con una cámara (Sony 

DSC-T10, Japan) para realizar una comparación con sus controles.  

 

3.6.2. Análisis histológico mediante microscopía óptica de los sustitutos de 

corion de mucosa oral 

Como comentamos en el apartado anterior, una vez finalizado el proceso 

de descongelación, de 2 sustitutos de corion por grupo experimental se 

extrajeron muestras de 8 mm de diámetro con un punzón estéril para biopsia 

dérmica (Biopsy Punch, Seki, Japan), las cuales fueron fijadas en formol al 4 % 

durante 24 horas y a 4° C. Posteriormente fueron lavadas 3 veces en PBS y 

sometidas a un proceso de deshidratación en alcoholes de concentración 

creciente (Shandon Citadle 2000) e incluidas luego en bloques de parafina 

(Microm EC 350-1). A continuación se realizaron cortes de 5 µm de espesor 

con un micrótomo (Microm HN 315) y las muestras fueron teñidas siguiendo el 

protocolo para hematoxilina/eosina.  

Para llevar a cabo el análisis estructural en los sustitutos de corion, se 

realizó una medición de las áreas interfibrilares y la cuantificación de células. 

 

3.6.2.1. Áreas interfibrilares 

 

Se realizó la medición del patrón de porosidad de las áreas interfibrilares 

existentes en la matriz de fibrina y agarosa, ya que como demostraron en 

trabajos previos Serrato et al. 2009, las áreas interfibrilares tienden a aumentar 

cuando la matriz extracelular se daña por la formación de cristales de hielo 
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durante la criofijación. Por cada grupo experimental se seleccionaron de los 

cortes histológicos 10 áreas al azar observadas con aumento de 200X 

utilizando un microscopio óptico Nikon Eclipse con una cámara digital DXM 

1200C (Melvilla, NY). Las imágenes obtenidas fueron analizadas, por un lado, 

con el programa MacBiophotonic Image J, y por el otro, mediante un programa 

informático NIS- Elements (Nikon, Japan). En ambos análisis se obtuvo una 

media con su correspondiente desviación estándar. 

 

3.6.2.2. Cuantificación de células 

 

Para la cuantificación de células sin daño aparente por cada grupo 

experimental se seleccionaron de los cortes histológicos 10 áreas al azar 

observadas con un aumento de 200X utilizando un microscopio óptico Nikon 

Eclipse con un  programa informático NIS-Elements (Nikon, Japan). Se realizó 

el contaje de las células sin daño aparente existentes en cada área obteniendo 

una media con su desviación estándar. Estudios previos destacan que es 

necesario analizar no sólo  las áreas interfibrilares de la matriz extracelular, 

sino también la morfología celular para poder así determinar la integridad 

estructural de los tejidos criopreservados (Serrato et al. 2009, Wang et al. 

2007). 

 
3.6.3. Viabilidad celular mediante el estudio inmunohistoquímico de 

proliferación celular (PCNA) 

 

Una vez descongeladas las muestras se realizó la técnica 

inmunohistoquímica para evaluar PCNA (Antígeno Nuclear de Proliferación 

Celular), para lo cual se siguieron dos protocolos: 

1- Unas muestras fueron fijadas de inmediato a la descongelación. 

2- Y otras fueron cubiertas nuevamente con medio de cultivo DMEM y llevadas 

a 37° C con un 5 % de CO2, durante 24 horas, para posteriormente ser fijadas. 
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Se utilizaron para este análisis 4 sustitutos de corion por cada grupo 

experimental. Para cada protocolo se utilizaron 2 muestras por grupo 

experimental. 

Una vez fijadas y montadas en portaobjetos, las muestras fueron 

desparafinadas en xilol e hidratadas en concentraciones de alcoholes 

decrecientes hasta el agua destilada. Posteriormente se colocaron en tampón 

citrato con un pH de 6 durante 40 minutos a 95° C para lograr la recuperación 

antigénica. Los sitios antigénicos inespecíficos fueron bloqueados utilizando 

suero de caballo (Vector U1118) durante 10 minutos a temperatura ambiente. 

Luego se realizó la incubación del anticuerpo primario diluido en suero de 

bloqueo (Vectastain Universal Quick Kit) 1:1000 durante 60 minutos a 

temperatura ambiente. El anticuerpo secundario (anti-mouse Panespesific 

Universal Secundary antibody) 1:500 fue incubado durante 10 minutos. 

Posteriormente las muestras se incubaron en estreptavidina peroxidasa de 

rábano. Para la detección de la reacción colorimétrica, se utilizó diamino 

bencidina, que adquiere un color marrón oscuro cuando es oxidada por la 

peroxidasa. Todos los pasos se realizaron en cámara húmeda, evitando la 

desecación de las muestras.  Una vez llevada a cabo la reacción inmunológica, 

contando con la presencia de controles positivos y negativos, las muestras se 

tiñeron con hematoxilina de Mayer y se montaron utilizando cubreobjetos de 

vidrio. La observación se realizó en un microscopio Nikon Eclipse con un  

programa informático NIS-Elements (Nikon, Japan) y una cámara digital DXM 

1200C (Melvilla, NY) (Garzon et al., 2009). 

Para determinar el porcentaje de células PCNA positivas, es decir, 

células con sus núcleos inmunoteñidos, se realizó en el microscopio óptico un 

recuento de 10 áreas con un aumento de 200X por área. 

 

3.6.4. Viabilidad celular mediante el método de recultivación 

Una vez finalizado el proceso de descongelación, de 4 sustitutos de 

corion por grupo experimental se extrajo una muestra de 8 mm de diámetro con 

el punzón estéril para biopsia dérmica. Posteriormente la muestra fue 

seccionada con bisturí hasta lograr pequeños explantes que inmediatamente 
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fueron resuspendidos con 5 ml de medio de cultivo DMEM en frascos de 

cultivos de 15 cm², y llevados a 37º C con un 5 % de dióxido de carbono para  

permitir así la migración y recultivación de los fibroblastos gingivales humanos 

durante 21 días. Transcurrido este período, para poder evaluar la viabilidad 

celular se realizó un contaje de células utilizando 2 muestras para un ensayo 

basado en fluorescencia llamado Live & Dead ® y las otras 2 muestras para la 

técnica de exclusión vital de Azul Tripán. 

 

3.6.4.1. Técnica de Live & Dead 

La técnica de Live & Dead consta de un kit (Invitrogen, Eugene, Oregon, 

USA) que contiene Calcein-AM, encargado de teñir las células vivas de color 

verde, y Ethidium homodimer-1 encargado de teñir los núcleos de las células 

muertas de color rojo (Hans et al., 2012). 

Una vez transcurrido los 21 días de la recultivación, se eliminó el medio 

de cultivo DMEM y se realizó un lavado utilizando 5 ml de PBS. Posteriormente 

se colocaron 5 µl de Ethidium homodimer-1, 1,25 µl de Calcein-AM y 2,5 ml de 

PBS en contacto con las células y se incubaron durante 5 minutos a resguardo 

de la luz. Su observación se realizó en un microscopio de fluorescencia Nikon 

Eclipse Ti  con cámara Nikon Intensilight C-HGFI y un programa informático 

NIS-Elements (Nikon, Japan). Se valoraron 60 áreas con un aumento de 40X, 

correspondiente a dos ensayos independientes para cada grupo experimental. 

Para el contaje de células se utilizó el programa MacBiophotonic Image J y 

para determinar el porcentaje de células viables se utilizó la siguiente fórmula:  

                                              número de células con fluorescencia verde 

% de células viables= 100x 

                                                               número total de células 

 

3.6.4.2. Técnica de exclusión vital de Azul Tripán 

La técnica de exclusión del azul tripán permite evaluar la integridad de la 

membrana plasmática a través de la microscopía óptica. El azul tripán es un 

colorante soluble en agua cuyos grupos cargados amino y sulfato le impiden 
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atravesar las membranas celulares intactas y por tanto tiñe sólo las células 

muertas cuya membrana plasmática está dañada (Rodriguez et al., 2008).  

 La metodología llevada a cabo para evaluar la viabilidad de células fue la 

siguiente: 

- Los fibroblastos presentes en los frascos de cultivos se separaron mediante 

tripsinización y una vez obtenido el pellets celular, se resuspendió en 5 ml de 

medio de cultivo DMEM. 

- Se procedió a la extracción de  500 µl de medio cultivo DMEM con 

fibroblastos y se le adicionó 500 µl de la solución 0,4 % de tripán azul, 

incubándose durante 10 minutos a temperatura ambiente. 

 - Tras la incubación, se procede a extraer 10 µl de la suspensión celular 

depositándola sobre la cámara de Neubauer. 

 - Finalmente, se procedió al recuento de células mediante un microscopio 

óptico determinando el número de células que captan la solución del azul tripán 

(color azul intenso), evaluando un total de 100 células en cada condición 

experimental. Para determinar el porcentaje de células viables se utilizó la 

siguiente fórmula:   

 

 

         número de células que captan el colorante 

% células viables = 100 x 

                                                      número total de células 

 

3.6.5. Análisis de las propiedades biomecánicas de los sustitutos de corion de 

mucosa oral 

Los estudios  reológicos fueron realizados en el Departamento de Física 

Aplicada de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Granada (España) y 

bajo la coordinación del Prof. Dr. Juan de Dios García López-Durán y el Prof. 

Dr. Modesto Torcuato López-López. 

Para los ensayos de las propiedades biomecánicas de los sustitutos de 

corion en las distintas situaciones experimentales, el protocolo de análisis fue el 

siguiente: 
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Los sustitutos de corion de fibrina y agarosa al 2 % fueron sometidos a 

ensayos reológicos de viscosimetría y oscilometría. Para dichos estudios se 

utilizó un reómetro de esfuerzo controlado marca Bohlin CS10 (Bohlin 

instruments, England) usando una geometría de medida plato-plato (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Reómetro de esfuerzo controlado usando una geometría de medida plato-plato. 

 

Para el análisis, la muestra fue colocada sobre una placa inferior que 

poseía una temperatura similar a la corporal (producto de un circuito de agua 

interno) y se apoyó sobre la misma una placa superior plana de 40 mm de 

diámetro. El gap (constante de análisis que representa la distancia entre la 

placa superior e inferior) se reguló según el espesor de la muestra y rondó 

entre 1 y 2 mm. Todas las determinaciones fueron realizadas a una 

temperatura de 36,0 ± 0,1° C, para lo cual se adicionó a un dispositivo de la 

placa superior agua destilada que generó vapor de agua con la finalidad de que 

la muestra mantenga la humedad original. Es importante destacar que la 

temperatura de trabajo permite termostatizar la muestra a los fines de que las 

propiedades de viscosidad no se alteren y se puedan obtener análisis fiables. 

Para ayudar a establecer esta situación una vez colocada la muestra entre los 
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platos se esperó 5 a 10 minutos (Figura 8) (Rodriguez et al., 2011). Se 

analizaron 5 muestras por grupo experimental. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. A- Sistema plato-plato con su base termostatizada. B- Sustituto de corion  entre los 

dos platos con el gap ajustado y listo para comenzar la medición. 

 

 

Las constantes de trabajo del aparato para cada uno de los análisis fueron 

las siguientes: 

 

 Viscosimetría (rampas de esfuerzo de cizalla de valor creciente): 

 

Gap: se reguló según tamaño de la muestra 

Esfuerzo inicial de la rampa: 0,06 pascales (Pa) 

Esfuerzo final de la rampa: 20 Pa 

Toma de puntos de esfuerzo de forma logarítmica en la rampa 

Duración de la rampa: 180 segundos 

Número de puntos: 60  

 

Tras los análisis de viscosimetría, y antes de comenzar con los de 

oscilometría, se dejó reposar la muestra 5 minutos. 
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 Oscilometría (barridos de amplitud de esfuerzo creciente a frecuencia 

constante): 

Gap: se reguló según tamaño de la muestra 

Frecuencia: 1 Hertz (Hz) 

Amplitud inicial del esfuerzo: 0,06 Pa 

Amplitud final del esfuerzo: 20 Pa 

Tiempo de espera: 3 segundos 

Toma de puntos de esfuerzo de forma logarítmica en la rampa 

Número de puntos: 60 

 

 Oscilometría (barridos de frecuencia creciente con amplitud de esfuerzo 

constante): 

 

Gap: se reguló según tamaño de la muestra. En todos los casos fue inferior a 2 

mm. 

Tiempo de espera: 3 segundos 

Amplitud de esfuerzo: 0,5 Pa 

Número de puntos: 60 

Con el objeto de limitar los efectos de las fuerzas inerciales hasta el punto de 

que fueran despreciables, limitamos la frecuencia de trabajo a un máximo de 7 

Hz. Este valor se eligió siguiendo las recomendaciones de Ferry (1980) en 

donde se relaciona la densidad y viscosidad de la muestra con la frecuencia de 

oscilación y la distancia de confinamiento (gap) de modo que los efectos de la 

fuerzas de inercia en las medidas oscilométricas sean despreciables. 

 

3.7. Tratamiento estadístico  

 

 Para identificar las diferencias entre dos grupos concretos se realizó la 

prueba de Mann-Whitney. En el  estudio estadístico se asumió como máximo 

un error alfa del 5 % (p< 0.05) en todas las pruebas realizadas. 
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Los resultados de esta tesis doctoral se exponen a continuación: 

 

4.1. Análisis macroestructural de los sustitutos de corion de mucosa oral 

  

 El análisis de la macroestructura y de la consistencia de los distintos 

sustitutos de corion sometidos a criopreservación con las soluciones 

crioprotectoras A, B y C, pone de relieve la existencia de escasas 

modificaciones de los mismos (Figura 11, 12, 13) similar a lo que sucede con 

los controles no sometidos a criopreservación (CF) (Figura 9). La excepción la 

constituye el sustituto de corion que fue criopreservado sin crioprotector (CS), 

cuya estructura sufrió desgarros que impedían su correcta manipulación 

(Figura 10). 

 

 
Figura 9. Se observa la macroestructura del sustituto de corion control sin criopreservar (CF).    
Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes. 
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Figura 10. Se observa la macroestructura de los sustitutos de corion criopreservados sin 
solución  crioprotectora (SC). Los resultados son representativos de 5 experimentos 

independientes.  
 
 

 
 
Figura 11. Se observa la macroestructura de los sustitutos de corion criopreservados con 
solución A. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes. 
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Figura 12. Se observa la macroestructura de los sustitutos de corion criopreservados con 
solución B. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes. 
 
 

 
 
Figura 13. Se observa la macroestructura de los sustitutos de corion criopreservados con 
solución C. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes. 
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4.2. Análisis histológico mediante microscopía óptica de los sustitutos de 

corion de mucosa oral  

 

4.2.1. Áreas interfibrilares 
 

En este análisis se observó, en los grupos experimentales sometidos a 

criopreservación con crioprotectores, un aumento del patrón de porosidad, es 

decir, un aumento de los espacios interfibrilares en la matriz extracelular. En el 

caso de los sustitutos crioprotegidos con la solución A y la solución B presentan 

una media del área interfibrilar del orden de los 18,23 ± 11,60 µm² y 11,65 

±5,45 µm² sin que exista una diferencia estadísticamente significativa con el 

control no sometido a criopreservación (CF). El patrón de porosidad de este 

último tiene un área interfibrilar  promedio de 10,84 ±5,27 µm². Al valorar los 

sustitutos crioprotegidos con la solución C los valores obtenidos del área 

interfibrilar fueron de 29,76 ±10,35 µm². Este valor es mayor y estadísticamente 

significativo con respecto al control CF. En el grupo control donde no se utilizó 

solución crioprotectora (CS) se observaron alteraciones extremas de la 

microestructura. En este caso, la media del área interfibrilar fue de 67,58 ± 

35,16 µm² siendo mayor y estadísticamente significativo con respecto al control 

que no fue sometido a criopreservación (CF). 

En las figuras 14A y 14B  se observa, con un aumento de 200X, el 

patrón de porosidad de los sustitutos de corion en los distintos grupos 

experimentales tanto con la tinción de hematoxilina/eosina ordinaria como con 

la imagen transformada a binario a partir del programa MacBiophotonic Image 

J.  En la tabla 2 y en las figuras 15 y 16 se presentan los resultados de la 

medición de las áreas interfibrilares de los sustitutos de corion en los distintos 

grupos experimentales. El valor de las áreas interfibrilares es representativo de 

la medición total de 10 áreas al azar con una magnificación de 200X 

correspondientes a dos ensayos independientes para cada grupo experimental. 

Para identificar las diferencias entre dos grupos concretos se realizó la prueba 

de Mann-Whitney donde se asumió como máximo un error alfa del 5 % (p< 

0,05) en todas las pruebas realizadas (Tabla 3).  
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Figura 14A. Se observa el patrón de porosidad representado por  las áreas interfibrilares  con 

la tinción de hematoxilina/eosina y la misma imagen transformada a binario con el programa 
MacBiophotonic Image J para cada grupo experimental, a) Control (CF), b) Control (CF) con 
Image J; c) Sin solución (CS), d) Sin solución (CS) con Image J. Aumento de 200X. Todas las 
imágenes están a escala de 100 µm. 

 

 

 

 

 

b 
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Figura 14B. Se observa el patrón de porosidad representado por  las áreas interfibrilares  con 
la tinción de hematoxilina/eosina y la misma imagen transformada a binario con el programa 
MacBiophotonic Image J para cada grupo experimental: e) Solución A, f) Solución A con Image 
J; g) Solución B, h) Solución B con Image J; i) Solución C, j) Solución C con Image J. Aumento 
de 200X. Todas las imágenes están a escala de 100 µm. 
 

i  j 

g  h 

e  f 
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Áreas interfibrilares 

 

Área CF CS Sol. A Sol. B Sol. C 

1 9,61 20,04 14,66 12,70 38,37 

2 8,13 50,39 36,69 4,60 38,37 

3 17,87 31,89 4,31 13,61 28,53 

4 7,91 73,25 19,62 8,15 44,19 

5 11,34 43,79 14,15 3,54 28,16 

6 13,70 102,28 26,60 20,59 13,49 

7 4,21 73,86 29,21 18,72 29,96 

8 20,65 82,56 29,82 10,73 34,44 

9 5,00 58,46 9,63 13,40 19,17 

10 9,98 139,35 0,66 10,51 42,43 

Media 10,84 67,58 18,23 11,65 29,76 

Desviación 
estándar 

5,27 35,16 11,60 5,45 10,35 

Error 
estándar 

1,66 11,11 3,66 1,72 3,27 

 

Tabla 2. Resultados expresados en µm² como media de 10 áreas representativas 

correspondiente a 2 ensayos independientes para cada grupo experimental con su desviación y 
error estándar. 
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Figura 15. Se observa la gráfica con la media expresada en µm² de 10 áreas representativas 

correspondiente a 2 ensayos independientes para cada grupo experimental y  su error 
estándar. Se señala la significación estadística  con respecto a CF. 
 
 
 
 

Figura 16. Se observa un diagrama de cajas con su mediana expresada en µm² de 10 áreas 
representativas correspondiente a 2 ensayos independientes para cada grupo experimental con 
sus valores máximos y mínimos. 

* 

* 
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Prueba de Mannn-Whitney para áreas interfibrilares 

 
 

 Área mµ² CF CS Sol A Sol B Sol C 

CF ** 0,00021 0,11241 0,65015 0,00067 

CS 0,00021 ** 0,00067 0,00021 0,00407 

Sol A 0,11241 0,00067 ** 0,15093 0,04125 

Sol B 0,65015 0,00021 0,15093 ** 0,00067 

Sol C 0,00067 0,00407 0,04125 0,00067 ** 

 
 

Tabla 3. Para identificar las diferencias entre dos grupos concretos se realizó la prueba de 

Mann-Whitney donde se asumió como máximo un error alfa del 5% (p< 0,05) en todas las 
pruebas realizadas. 

 

 

4.2.2. Cuantificación de células 

 

Nuestros resultados muestran que el número de células sin daño 

aparente, presentes en la matriz de fibrina y agarosa fue para los sustitutos 

crioprotegidos con la solución A de 2,96 células por mm² y  para la solución B 

de 3,97 células por mm², sin que exista en ambos una diferencia 

estadísticamente significativa con el control no sometido a criopreservación 

(CF) que fue de 4,30 células por mm².  Al valorar los sustitutos crioprotegidos 

con la solución C con 1,88 células por mm² y los sustitutos criopreservados sin 

solución crioprotectora CS con 2,09 por mm², vemos que ambos presentan una 

dirferencia estadísticamente significativa con respecto al control CF (Tabla 5). 

En la figura 17 se observa mediante microscopía óptica las células en los 

sustitutos de corion en todas las condiciones experimentales. En la tabla 4 y 

figura 18 se expresan los resultados de la cuantificación de células  en los 

sustitutos de corion posterior a su descongelación. El número de células sin 

daño aparente es representativo de la medición de 10 áreas observadas con un 

aumento de 200X, correspondientes a dos ensayos independientes para cada 

grupo experimental 
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Figura 17. Células en los sustitutos de corion criopreservados  Se representa con a: Control 
(CF), b: Control (CS), c: Solución A, d: Solución B, e: Solución C.  Aumento 200X. Escala 

100 µm. 
. 
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Cuantificación de células 

 

Área CF CS Sol. A Sol. B Sol. C 

1 4,17 4,2 1,67 0,83 2,92 

2 3,34 7,5 2,92 2,09 2,50 

3 3,34 2,1 2,92 2,92 3,34 

4 1,67 1,7 2,50 7,93 2,09 

5 5,84 2,5 4,17 2,09 5,84 

6 6,26 0,4 5,43 7,51 0,42 

7 5,01 1,3 1,67 5,43 0,83 

8 4,59 0,0 2,09 3,76 0,42 

9 3,34 0,8 5,43 3,34 0,00 

10 5,43 0,4 0,83 3,76 0,42 

Media 4,30 2,09 2,96 3,97 1,88 

Desviación 
estándar 

1,41 2,27 1,58 2,33 1,84 

 
Tabla 4. Expresa la media con su desviación estándar del número de células por mm², el cual 

es representativo de la medición de 10 áreas observadas con un aumento de 200X, 
correspondientes a dos ensayos independientes para cada grupo experimental. 
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Cuantificación de células 
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Figura 18. Se expresa el número células de sustitutos de corion correspondiente a 10 áreas de 

dos ensayos independientes para cada grupo experimental. Se señala la significación 
estadística  con respecto a CF. 
 
 
 
 

Prueba de Mannn-Whitney para cuantificación de células. 
 
 
 

Células CF CS Sol A Sol B Sol C 

CF ** 0,01537 0,05264 0,49417 0,00620 

CS 0,01537 ** 0,13972 0,04102 0,87951 

Sol A 0,05264 0,13972 ** 0,30475 0,15992 

Sol B 0,49417 0,04102 0,30475 ** 0,03045 

Sol C 0,00620 0,87951 0,15992 0,03045 ** 

 
 
Tabla 5. Estudio estadístico donde se asumió como máximo un error alfa del 5% (p< 0,05) en 
todas las pruebas realizadas. 
 

 

 

 

 

 

 

* * 
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4.3. Viabilidad celular mediante el estudio inmunohistoquímico de 

proliferación celular (PCNA) 

 
4.3.1. Análisis inmediato a la descongelación 

 

Los resultados del análisis de proliferación de células mediante ensayos 

de PCNA realizados en forma inmediata a su descongelación observamos que 

el grupo control donde no se utilizó solución crioprotectora (CS) mostró un 

índice del 16,06 % siendo menor y estadísticamente significativa con respecto 

al grupo control que no fue criopreservado (CF) con un índice de 64,95 %.  

Cuando analizamos los grupos experimentales donde se utilizaron distintos 

crioprotectores observamos que la solución A y la solución C presentan un 

índice de proliferación celular del 48,21% y del 33,02% siendo ambos 

estadísticamente significativo con respecto a CF. Al valorar la solución B, el 

índice fue de 62,85%, no siendo estadísticamente significativo con respecto a 

CF. En la siguiente  figura se presentan imágenes al microscopio óptico de los 

sustitutos de corion de cada grupo experimental tratados mediante el ensayo 

de PCNA (Figura 19). En la tabla 6 y figuras 20 y 21 se exponen los resultados 

de células PCNA positivas en sustitutos de corion analizados en forma 

inmediata a su descongelación. El porcentaje de células PCNA positivas es 

representativo de la medición de 10 áreas con un aumento de 200X por área, 

correspondiente a dos ensayos independientes para cada grupo experimental. 

Para identificar las diferencias entre dos grupos concretos se realizó la prueba 

de Mann-Whitney donde se asumió como máximo un error alfa del 5 % (p< 

0,05) en todas las pruebas realizadas (Tabla 7).  
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Figura 19. Se observan las imágenes del ensayo de PCNA sobre sustitutos de corion en forma 
inmediata a su descongelación. Se representa con a: Control (CF), b: Control (CS), c: 
Solución A, d: Solución B, e: Solución C. Se indica con flecha las células PCNA positivas. 

Aumento 200X. Escala 100 µm. 
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PCNA inmediato a la descongelación 
 
 

Área CF CS Sol. A Sol. B Sol. C 

1 75 5,88 50 64,70 50 

2 70 3,70 53,33 55,55 57,14 

3 79,16 6,89 66,66 59,57 33,33 

4 71,42 6,25 42,30 74,35 55,55 

5 91,48 6,66 52,17 73,33 42,85 

6 
60 21,87 50 100 28,57 

7 
54,5 19,35 36,84 50 10 

8 
41 41,37 36,36 50 22,22 

9 
57 15,38 44,44 41 8,33 

10 
50 33,33 50 60 22,22 

Media 
64,95 16,06 48,21 62,85 33,02 

Desviación 
estándar 

15,15 12,94 8,88 16,68 17,84 

Error 
estándar 

4,79 4,09 2,80 5,27 5,64 

 
Tabla 6. Los resultados son expresados en porcentajes como la media de 10 áreas 
representativas de 2 ensayos independientes para cada grupo experimental con su desviación 
y error estándar. 
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Figura 20. Porcentaje de células PCNA positivas obtenido de sustitutos de corion de mucosa 

oral inmediato a su descongelación. Los resultados son representativos a dos ensayos 
independientes para cada grupo experimental y están expresados como media +/- error 
éstandar de la media.  Se señala la significación estadística  con respecto a CF. 
 
 

 
 
Figura 21. Se observa un diagrama de cajas con su mediana expresada en porcentaje de 
células PCNA positivas obtenida de sustitutos de corion de mucosa posteriormente a su 
descongelación correspondiente a dos ensayos independientes para cada grupo experimental 
con sus valores máximos y mínimos 

* 
* 

* 
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Prueba de Mann-Whitney para PCNA inmediato a la descongelación 
 
 

 
Tabla 7. Estudio estadístico donde se asumió como máximo un error alfa del 5% (p< 0,05) en 

todas las pruebas realizadas. 
 

4.3.2. Análisis 24 horas después de la descongelación 

 

Los resultados del análisis de proliferación de células mediante ensayos 

de PCNA 24 horas después a su descongelación muestran que el grupo control 

donde no se utilizó solución crioprotectora (CS) mostró un índice del 0%, 

siendo estadísticamente significativa con respecto al grupo control que no fue 

criopreservado (CF), con un índice del 87,02 %. Cuando analizamos los grupos 

experimentales donde se utilizaron distintos crioprotectores observamos que la 

solución A y la solución C presentan un índice de proliferación celular del 

49,81% y del 38,88% siendo ambos estadísticamente significativo con respecto 

a CF. Al valorar la solución B, el índice fue de 72,41%, no siendo 

estadísticamente significativo con respecto a CF. En las siguientes figuras se 

presentan imágenes al microscopio óptico de los sustitutos de corion de cada 

grupo experimental tratados mediante el ensayo de PCNA 24 horas después a 

su descongelación (Figura 22). En la tabla 8 y figuras 23 y 24 se exponen los 

resultados de células PCNA positivas. Las diferencias estadísticas entre los 

grupos experimentales de PCNA inmediato a su descongelación y de PCNA 24 

horas después a su descongelación se observan en la tabla 9. 

  

 

PCNA + CF CS Sol A Sol B Sol C 

CF ** 0,00021 0,00885 0,64941 0,00219 

CS 0,00021 ** 0,00028 0,00021 0,01395 

Sol A 0,00885 0,00028 ** 0,02718 0,07445 

Sol B 0,64941 0,00021 0,02718 ** 0,00277 

Sol C 0,00219 0,01395 0,07445 0,00277 ** 
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Figura 22. Se observan las imágenes del ensayo de PCNA sobre sustitutos de corion 24 horas 
después de descongelarlos. Se representa con a: Control (CF), b: Control (CS), c: Solución 
A, d: Solución B, e: Solución C.  Aumento 200X. Escala 100 µm. 
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PCNA 24 después de la descongelación 

  

Área CF CS Sol. A Sol. B Sol. C 

1 86 0 16 50 16 

2 80 0 42 83,33 40 

3 75 0 20 60 0 

4 80 0 50 50 14,28 

5 100 0 41 80 28,57 

6 83,33 0 66,60 100 50 

7 90,90 0 75 63,33 40 

8 75 0 42,80 62,50 100 

9 100 0 73,33 100 50 

10 100 0 71,4 75 50 

Media     87,02 % 0 % 49,81 % 72,41 % 38,88 % 

Desviación 
estándar 

10,1 0 21,48 18,31 27,59 

Error 
estándar 

3,20 0 6,79 5,79 8,72 

 
Tabla 8. Resultados expresados en porcentaje como media de 10 áreas representativas de 2 

ensayos independientes de PCNA para cada grupo experimental con su desviación y  error 
estándar. 
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Figura 23. .Porcentaje de células PCNA positivas obtenido de sustitutos de corion 24 horas 
posterior a su descongelación mediante dos ensayos independientes para cada grupo 
experimental. Los resultados son expresados como media +/- error éstandar de la media. Se 
señala la significación estadística  con respecto a CF. 
 

 

 
 
Figura 24. Se observa un diagrama de cajas con su mediana expresada en porcentaje de 

células PCNA positivas obtenida de sustitutos de corion de mucosa 24 hs. posterior a su 
descongelación correspondiente a dos ensayos independientes para cada grupo experimental 
con sus valores máximos y mínimos. 

* * 

* 
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Prueba de Mann-Whitney para PCNA 24 horas después de la descogelación 

 
 

pcna (1d) CF CS Sol A Sol B Sol C 

CF ** 0,00005 0,00020 0,06103 0,00159 

CS 0,00005 ** 0,00005 0,00005 0,00019 

Sol A 0,00020 0,00005 ** 0,03083 0,19673 

Sol B 0,06103 0,00005 0,03083 ** 0,00373 

Sol C 0,00159 0,00019 0,19673 0,00373 ** 

 
Tabla 9.  Estudio estadístico donde se asumió como máximo un error alfa del 5 % (p< 0,05) en 

todas las pruebas realizadas. 

 

4.3.3. Comparación estadística entre los análisis de PCNA inmediatos  y  24 

horas después a la descongelación 

 

 En la figura 25 se muestra un estudio comparativo entre los análisis de 

PCNA inmediatos y 24 horas después a la descongelación de los distintos 

grupos experimentales. Se observa que los sustitutos de corion de mucosa oral 

crioprotegidos con las distintas soluciones presentan un índice de proliferación 

mayor 24 horas después a su descongelación no siendo estadísticamente 

significativos con los analizados en forma inmediata a la descongelación. Sin 

embargo, en el caso del control (CF) muestra un índice de proliferación mayor y 

estadísticamente significativo 24 horas después de la descongelación que el 

control analizado en forma inmediata a la descongelación. Por otro lado, el 

control CS presenta un índice de proliferación de menor y estadísticamente 

significativo a las 24 horas de la descongelación que el control que se analiza 

inmediatamente a la descongelación. 
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 Figura 25. Se observa un diagrama de cajas con su mediana expresada en porcentaje para 

una comparación estadística entre los análisis de PCNA inmediatos y 24 horas después a la 
descongelación correspondiente a dos ensayos independientes para cada grupo experimental 
con sus valores máximos y mínimos. 

 

 

Prueba de Mann-Whitney para PCNA inmediato y 24 horas después de la 
descogelación 

 

 

 CF CS Sol A Sol B Sol C 

Inmediato 
0,002 0,00005 0,909 0,183 0,820 

1 día 

 

Tabla 10. Estudio estadístico donde se asumió como máximo un error alfa del 5 % (p< 0,05) en 

todas las pruebas realizadas. 
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4.4. Viabilidad celular mediante el método de recultivación  

 

4.4.1. Técnica  de Live & Dead 

 

4.4.1.1. Cuantificación de células 

 

Al valorar los resultados en la cuantificación de células mediante la 

utilización del método de Live & Dead observamos que los sustitutos de corion 

crioprotegidos con la Solución A, el total de células fue de 6,18 células/mm², 

con la Solución B de 25,69 células/mm², con la Solución C de 9,48 células/mm² 

y del control criopreservado sin crioprotector CS sin células, mostrando en 

todos los casos  una diferencia estadísticamente significativa con respecto al 

control que no fue criopreservado CF, con un total de células/mm² de 133,18 

(Tabla 12). En las siguientes figuras (26, 27, 28, 29) se presentan imágenes 

mediante microscopía de fluorescencia  de células de cada grupo experimental 

obtenidas de la recultivación de los sustitutos de corion 21 días posterior a su 

descongelación tratadas mediante un ensayo de Live & Dead. En la tabla 11  y 

figura 30 se presenta el total de células/mm² obtenido de la medición de 60 

áreas, con un aumento de 40X, correspondientes a dos ensayos 

independientes para cada grupo experimental. 
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Figura 26.Células obtenidas de la recultivación de sustitutos de corion control (CF). Aumento 

de 40X. Escala 50 µm. 
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Figura 27. Células obtenidas de la recultivación de sustitutos de corion criopreservados con 
solución A.  Aumento de 40X. Escala 50 µm. 
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Figura 28. Células obtenidas de la recultivación de sustitutos de corion criopreservados con 
solución B. Aumento de 40X. Escala 50 µm. 
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Figura 29. Células obtenidas de la recultivación de sustitutos de corion criopreservados con 
solución C. Aumento de 40X. Escala 50 µm. 
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Ensayo de Live & Dead 

 

Mediciones CF CS Sol. A Sol. B Sol. C 

1 111,30 0 0,00 137,12 51,14 
2 64,17 0 0,00 208,81 24,32 

3 23,81 0 0,00 213,83 58,16 

4 63,67 0 0,00 109,29 4,51 

5 105,79 0 0,00 0,25 221,85 
6 40,61 0 0,00 0,75 3,01 

7 181,24 0 0,00 0,00 0,25 

8 176,98 0 0,00 0,25 0,50 

9 141,38 0 0,00 13,54 3,26 
10 57,91 0 0,00 1,00 10,78 

11 155,92 0 0,00 0,00 5,26 

12 43,37 0 0,00 0,50 2,01 

13 100,77 0 0,00 0,00 20,05 
14 43,37 0 0,00 0,00 1,75 

15 253,94 0 0,00 0,25 1,75 

16 402,34 0 0,00 1,25 1,75 

17 172,97 0 0,00 10,53 4,01 
18 170,21 0 0,00 174,22 2,26 

19 27,07 0 0,00 1,00 31,08 

20 179,74 0 0,00 29,83 4,76 

21 135,37 0 0,00 0,25 9,28 
22 319,36 0 0,00 0,00 0,75 

23 55,90 0 0,00 96,01 2,26 

24 156,92 0 0,00 0,50 0,75 

25 64,17 0 0,00 0,00 2,76 
26 0,00 0 0,00 0,00 87,49 

27 0,00 0 0,00 0,00 3,01 

28 0,00 0 0,00 1,00 1,25 

29 0,00 0 0,00 3,76 2,76 
30 0,00 0 0,00 0,00 1,00 

31 223,85 0 0,00 0,00 1,25 

32 160,93 0 37,85 58,66 4,01 

33 148,40 0 0,00 0,00 0,00 
34 231,88 0 35,60 1,50 0,00 

35 224,86 0 0,00 11,78 0,00 

36 160,18 0 0,00 0,00 0,00 

37 197,78 0 0,00 0,00 0,00 
38 186,50 0 4,26 8,77 0,00 

39 121,33 0 0,00 0,00 0,00 

40 48,38 0 1,00 0,00 0,00 
41 123,58 0 0,00 344,43 0,00 

42 226,86 0 9,28 0,00 0,00 

43 224,61 0 35,85 0,25 0,00 

44 229,62 0 0,00 0,25 0,00 
45 196,03 0 0,00 1,50 0,00 
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46 112,80 0 3,76 14,04 0,00 

47 102,28 0 0,00 17,30 0,00 

48 166,70 0 2,26 2,26 0,00 
49 147,40 0 0,00 25,57 0,00 

50 148,15 0 1,75 0,25 0,00 

51 88,74 0 0,00 0,25 0,00 

52 170,21 0 1,00 0,00 0,00 
53 124,08 0 0,00 0,00 0,00 

54 119,82 0 220,34 0,25 0,00 

55 130,35 0 1,00 0,00 0,00 

56 96,26 0 16,54 24,82 0,00 
57 166,45 0 0,00 13,04 0,00 

58 183,24 0 0,00 1,75 0,00 

59 175,72 0 0,00 10,78 0,00 

60 105,53 0 0,00 0,00 0,00 
Total 7990,82 0 370,50 1541,41 569,04 

Media 133,18 0 6,18 25,69 9,48 

Desviación 
estándar 

80,68 0 29,30 64,52 31,84 

 

Tabla 11.  Número de células/mm²  con su media y desviación estándar. 
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Figura 30. Número de células de la recultivación de sustitutos de corion de mucosa oral 
mediante ensayo de Live & Dead. Los sustitutos de corion de mucosa oral fueron sometidos 

a criopreservación con diferentes soluciones crioprotectoras, posteriormente fueron 
descongelados y recultivados durante 21 días. Los resultados son expresados como media del 
número de células/mm²  obtenido de 60 áreas representativas de 2 ensayos independientes. 
Se señala la significación estadística  con respecto a CF.   
 
 

* * 
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Prueba de Mannn-Whitney para ensayo Live & Dead. 
 

 

L & D CF CS Sol A Sol B Sol C 

CF ** 0.000 0.000 0.000 0.000 

CS 0.000 ** 0.000 0.000 0.000 

Sol A 0.000 0.000 ** 0.000 0.001 

Sol B 0.000 0.000 0.000 ** 0,259 

Sol C 0.000 0.000 0.001 0,259 ** 

 
Tabla 12. Estudio estadístico donde se asumió como máximo un error alfa del 5% (p< 0,05) en 

todas las pruebas realizadas. 
 

 
4.4.1.2. Evaluación de la viabilidad celular 
 
 

 
En la tabla 13 y en la figura 31 se muestra el porcentaje de viabilidad 

que es representativo de la medición de 60 áreas, con un aumento de 40X por 

área, correspondientes a dos ensayos independientes para cada grupo 

experimental. 

 

 Viabilidad celular mediante ensayos de Live & Dead. 

 

Células CF CS Sol. A Sol. B Sol. C 

Vivas 31724 0 1478 6144 2279 

Muertas 157 0 0 12 0 

% 

Viabilidad 
% 99,50 % 0 % 100 % 99,80 % 100 

 
Tabla 13. Los resultados son expresados en porcentaje como media de 60 áreas 
representativas de 2 ensayos independientes.   
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Viabilidad celular mediante ensayos de Live & Dead. 
 

 
Figura 31. Porcentaje de células viables obtenido de 2 ensayos independientes de la 
recultivación de sustitutos de corion de mucosa oral mediante ensayo de Live & Dead.   
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4.4.2. Técnica de exclusión de Azul Tripán 

 
 

En la siguiente figura 32 se muestra el porcentaje de viabilidad obtenido 

21 días después a la descongelación de los sustitutos de corion mediante el 

ensayo de exclusión de Azul Tripán evaluando un total de 100  células 

correspondientes a dos ensayos independientes para cada grupo experimental. 

 

 

 
Figura 32. En la gráfica se observa el porcentaje de células viables obtenido de 2 ensayos 
independientes de la recultivación de sustitutos de corion de mucosa oral mediante ensayo de 
exclusión de Tripán Azul. 
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4.5. Análisis de las propiedades biomecánicas de los sustitutos de corion 

de mucosa oral  

 
 4.5.1. Viscosimetría 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Se muestran los valores del esfuerzo umbral para el control sin criopreservar (CF) y 
tres muestras criopreservadas con distintos crioprotectores. Los resultados son representativos 
de 5 experimentos independientes ± desviación standard.                                 

 

 

En la figura 33 se muestran los valores del esfuerzo umbral (como 

anteriormente hemos comentado, se trata del esfuerzo mínimo que es 

necesario aplicar para hacer fluir el material) para una muestra control (CF) y 

tres muestras criopreservadas con distintos crioprotectores. Como podemos 

observar, esta magnitud es similar en el caso de la muestra protegida con la 

solución A al de la muestra CF. Por el contrario, en el caso de la muestra 

protegida con la solución C, y especialmente con la solución B, observamos un 

aumento importante del esfuerzo umbral. Para la muestra control 

criopreservada sin crioprotector (CS) no ha sido posible realizar su análisis 

porque la misma presentó distintos desgarros que impedían su evaluación. 
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4.5.2. Oscilometría 
 
4.5.2.1. Barrido de Amplitud de esfuerzo. Módulo Elástico   
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 34. Módulo elástico correspondiente a la zona viscoelástica lineal para la muestra de 

control y las tres muestras criopreservadas obtenido en experimento de oscilometría a 
frecuencia de 1 Hz. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes ± 
desviación standard.                                 

 
 

En la figura 34 se muestra el valor del módulo elástico correspondiente a 

la zona viscoelástica lineal (aquella en la que los valores de los módulos 

viscoelásticos no dependen de la amplitud del esfuerzo aplicado) para una 

frecuencia de 1 Hz. Como observamos, la muestra control sin criopreservar 

(CF) presenta una baja elasticidad, en comparación con las muestras 

sometidas a un proceso de criopreservación. El caso de la muestra protegida 

con la solución A vemos que en este test presenta una elasticidad más elevada 

que CF. 
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4.5.2.2. Barrido de Amplitud de esfuerzo. Módulo Viscoso 
 

    
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

Figura 35.  Módulo viscoso correspondiente a la zona viscoelástica lineal para la muestra de 
control y las tres muestras criopreservadas obtenido en experimento de oscilometría a 
frecuencia de 1 Hz. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes ± 
desviación standard.                                 
 

 

En esta figura 35 vemos el módulo viscoso correspondiente a la zona 

viscoelástica lineal obtenido a partir de barridos de amplitud de esfuerzo. Como 

se puede observar todas las muestras, tanto CF, como aquellas sometidas a un 

proceso de criopreservación, presentan valores de este módulo similares, por 

lo que podemos concluir que su respuesta viscosa es similar. Si comparamos 

esta gráfica con la anterior, vemos que G’ es superior a G’’, por lo que todas las 

muestras presentan un comportamiento más elástico que viscoso. Sin 

embargo, este comportamiento más elástico que viscoso es más importante en 

las muestras criopreservadas utilizando la solución A y la solución B que en la 

muestra control y en aquella protegida con la solución C.  
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4.5.2.3.  Barrido de Frecuencia de esfuerzo. Módulo Elástico y Módulo 
Viscoso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36.  Módulo elástico correspondiente a la zona viscoelástica lineal para la muestra de 

control y las tres muestras criopreservadas obtenido en experimento de oscilometría a 
frecuencia de entre 0,1 y 7 Hz. Los resultados son representativos de 5 experimentos 
independientes ± desviación estándar.                                 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37.  Módulo  viscoso correspondiente a la zona viscoelástica lineal para la muestra de 
control y las tres muestras criopreservadas obtenido en experimento de oscilometría a 
frecuencia entre 0,1 y 7 Hz. Los resultados son representativos de 5 experimentos 
independientes ± desviación estándar.                                 
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Las dos figuras (36, 37) muestran los resultados de los barridos de 

frecuencia dentro de la zona viscoelástica lineal. Lo primero que se observa es 

que el módulo elástico es para todas las muestras y en todo el rango de 

frecuencia estudiado superior al módulo viscoso.  

Cuando realizamos un análisis pormenorizado del módulo elástico (G’) 

(Figura 36) vemos que todas las muestras estudiadas presentan una tendencia 

común al aumento del módulo elástico con el aumento de la frecuencia. Esta 

tendencia es más acentuada a alta frecuencia y especialmente para la muestra 

control (CF). En lo que respecta a la comparación entre los valores relativos del 

módulo elástico de las distintas muestras vemos que los valores más bajos los 

presentan (CF).  

Respecto del módulo viscoso (G’’) (Figura 37) observamos dos 

tendencias claramente diferenciadas. Por una parte en el caso de CF y de las 

muestras criopreservadas con la solución C, G’’ muestra una tendencia 

aproximadamente plana hasta frecuencias a tornos a 2 Hz seguida de una 

subida suave y una caída más abrupta para las frecuencias más elevadas. Esta 

tendencia es más acusada en el caso de CF. Por otra parte, en el caso de las 

muestras criopreservadas con las soluciones A y B, observamos que G’’ 

aumenta con la frecuencia en todo el rango de frecuencia estudiado. En 

cualquier modo y en lo que respecta a nuestros tejidos criopreservados los 

valores de G’’ están dentro del mismo orden de magnitud en todos los casos. 
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En esta tesis doctoral se ha logrado optimizar un protocolo para la 

criopreservación de un sustituto de corion de mucosa oral humana generado 

mediante ingeniería tisular cuyo objetivo final es su futura utilización clínica.  

El uso terapeútico de los nuevos tejidos exige el cumplimiento de 

protocolos sanitarios antes de su incorporación a la práctica clínica. Como 

indicábamos en la introducción, la criopreservación constituye un segundo nivel 

en el que ejercer el control de calidad sanitario de los tejidos construidos 

artificialmente con el objeto de garantizar la idoneidad biológica y terapéutica y 

el uso diferido de ellos. En este sentido la criopreservación se constituye en 

uno de los mecanismos que se utilizan para evitar la degradación de los 

componentes celulares de los nuevos tejidos (Campos, 2004b; Dawson et al., 

2003).  

En nuestro trabajo de tesis doctoral los cultivos de fibroblastos 

demostraron una elevada tasa de proliferación y un rápido crecimiento en un 

medio de cultivo exento de factores de crecimiento. Estos resultados coinciden 

con los datos aportados por otros investigadores (Teixeira et al., 2004; 

Alaminos et al., 2007; Sánchez- Quevedo et al., 2007).  

En relación con los andamiajes o soportes que se utilizan para la 

construcción de tejidos artificiales, diferentes autores han utilizado distintos 

biomateriales para la construcción de los tejidos en el laboratorio, destacando 

los geles de quitosan, agarosa, colágeno y fibrina (Meana et al., 1998; Schoop 

et al., 1999; Bach et al., 2001;Chinnathambi et al., 2003; Llames et al., 2004; 

Llames et al., 2006; Isenberg et al., 2006; Peretti et al., 2006; Talbot et al., 

2006; Alaminos et al., 2007; Kuroyanagi et al., 2014). En el caso de la 

utilización de colágeno, distintos autores han observado que los geles tienden a 

perder volumen y a contraerse con el tiempo, por lo que el volumen de la 

mucosa obtenida resulta menor al tamaño previsto (Reichl et al., 2004; 

Alaminos et al., 2006; Capitán Cañadas, 2006). Por otro lado el estroma 

constituido por fibrina facilita el crecimiento de los fibroblastos y apenas 

presentan contracción en su volumen final, sin embargo las propiedades 

mecánicas no son comparables con la consistencia y elasticidad de la mucosa 

oral lo que dificultaría su empleo con fines terapéuticos (Rodriguez et al., 2011). 

En relación con la utilización de la agarosa como sustituto de corion, Alaminos 

y colaboradores (2006) observaron que los fibroblastos crecen en su interior 
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con mucha dificultad. En esta tesis doctoral hemos utilizado un soporte o 

andamiaje mixto compuesto por una mezcla de fibrina y agarosa 0,1 %, que ha 

desarrollado nuestro grupo de investigación y que ha demostrado su eficacia 

como sustituto de corion de mucosa oral (Sánchez-Quevedo et al., 2007; 

Alaminos et al., 2007;  Rodriguez et al., 2011). El sustituto de fibrina y agarosa 

utilizado en esta tesis doctoral mejora los índices de consistencia al incorporar 

la agarosa, mientras que la utilización de fibrina tiene una ventaja adicional y es 

que al proceder del plasma sanguíneo, facilita la incorporación de citoquinas y 

factores de crecimiento que promueven la generación de un excelente 

microambiente que potencia la proliferación y desarrollo de las células a utilizar 

en el sustituto de corion (Alaminos et al., 2006). 

En nuestro trabajo hemos utilizado como modelo experimental un 

sustituto de corion de mucosa oral tras una semana de su elaboración. Aunque 

los sustitutos de mucosa oral de espesor completo (epitelio-conectivo) 

necesitan veinte días tras su elaboración para disponer de un epitelio 

estratificado (Alaminos et al., 2007; Sanchez-Quevedo et al., 2007), la finalidad 

de trabajar con un sustituto de corion de una semana de elaboración, tiene por 

objeto evaluar la posibilidad de obtener un corion aceptable, en un menor 

plazo, tanto desde el punto de vista biológico como de sus propiedades 

biomecánicas. En este sentido, en relación con las propiedades biológicas, San 

Martin et al. (2013), han demostrado que cuando se analiza la matriz 

extracelular de constructos de fibrina y agarosa generados por ingeniería tisular 

se observa que a partir de la primera semana ya se evidencian por medio de la 

inmunohistoquímica la expresión de proteínas de colágeno tipo I, III, VI así 

como la presencia lamina y decorina. Además, en los constructos de fibrina y 

agarosa los autores observaron que el número de células se mantiene 

constante entre la primera y la sexta semana de elaboración. Desde el punto 

de vista de las propiedades biomecánicas o reológicas, la fibrina y agarosa se 

considera un biomaterial viscoelástico, es decir, que coexisten propiedades 

viscosas y elásticas. En este sentido Rodríguez et al. (2011), analizaron las 

propiedades reológicas de viscosidad y de elasticidad de constructos de fibrina 

y agarosa en un estudio temporal entre 1 y 21 días, observando que dichas 

estructuras mantenían una estabilidad de las propiedades de viscosidad y 

elasticidad en período de tiempo analizado. Este comportamiento reológico de 
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estabilidad en el transcurso de tiempo analizado se correlaciona con los datos 

biológicos del estudio de San Martin y colaboradores (2011) donde se observó 

un mantenimiento del número de células y de la estructura de la matriz 

extracelular.  

Como comentábamos en el inicio de esta discusión dentro del control 

sanitario de los tejidos generados por ingeniería tisular existe un segundo nivel 

de control de calidad que estaría vinculado con el mantenimiento y la 

conservación de los tejidos mediante el proceso de criopreservación. En 

nuestra tesis doctoral hemos seleccionado para el proceso de criopreservación 

un método de congelación lenta siguiendo lo realizado por otros grupos de 

investigación como son los de Kuroyanagi et al. (2004), Kubo y Kuroyanagi 

(2005), Spoerl et al. (2008), Bhakta et al. (2009),  y Xiong et al. (2010). Esta 

elección se fundamenta en que si la velocidad de enfriamiento es adecuada, es 

decir, que se utiliza un proceso de congelación lento, la célula se deshidratará y 

se concentrará intracelularmente antes de alcanzar la temperatura de 

nucleación (formación de hielo), de forma que la posibilidad de congelación 

intracelular y consecuentemente de daño celular se minimizará. Por el 

contrario, si la velocidad con que desciende la temperatura es muy brusca, es 

decir un proceso de congelación rápida, la célula puede no ser capaz de 

deshidratarse suficientemente rápido y al llegar a la temperatura de nucleación, 

el agua remanente se congela formando hielo intracelular y el daño 

consecuente de la célula (Mazur, 1984;  Boiso, 2001). 

Una de  las ventajas de la criopreservación de estos tejidos para su 

aplicación clínica como injertos, no sólo es su conservación, sino también que 

es posible una producción en masa y además la posibilidad de transporte de 

los mismos a otros centros sanitarios. En este sentido, los trabajos publicados 

por el grupo de investigación de Kuroyanagi (2003, 2004) destacan que 

sustitutos dérmicos alogénicos criopreservados están disponibles para treinta 

hospitales alrededor de Japón, y pueden ser transportados a esos hospitales 

en un estado de congelación y mantenidos en dichos lugares hasta antes de su 

utilización clínica. Siguiendo esta idea de la importancia del transporte de 

tejidos entre distintos centros hospitalarios, en nuestra tesis doctoral hemos 

desarrollado la elaboración de protocolos de criopreservación con un período 
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de congelación de corto plazo (siete días) con el objeto de facilitar también su 

traslado lo más inmediato y efectivo. 

En los resultados del análisis macroestructural pudimos observar que las 

muestras que habían sido sometidas a un proceso de criopreservación con la 

utilización de crioprotectores mantenían al descongelarlas la estructura que 

permitía su manipulación para su posterior utilización como injerto. Por el 

contrario aquellas muestras donde no se utilizaron crioprotectores, es decir el 

control negativo, generaban al descongelarlas una desintegración de la 

estructura de las mismas que impedía su manipulación para la utilización como 

futuros injertos. Como señala Alaminos y colaboradores (2006), la 

incorporación de la agarosa en el modelo de la matriz extracelular de fibrina-

agarosa aumenta los índices de consistencia de la misma. Ahora bien, tanto la 

agarosa como la fibrina son geles hidrosolubles y por tanto absorben mucha 

agua, esto ayudaría a explicar, en el caso de los controles negativos,  que al 

congelar las muestras se formarían hielo dentro de la estructura y al 

descongelar se produciría la desintegración de las mismas. En el caso de los 

grupos experimentales la utilización de distintos crioprotectores creemos que 

ayudaría a evitar la formación de hielo dentro de la estructura y por tanto al 

descongelar las muestras, la macroestructura de los sustitutos de corion 

mantendría la estabilidad. Estos datos se correlacionarían con lo observado por 

Spoerl y colaboradores (2008), quienes al criopreservar mucosa oral generada 

por ingeniería tisular a partir de colágeno, utilizando como crioprotector al 

DMSO, se mantiene la estructura del injerto tras la descongelación, lo que 

permite la manipulación quirúrgica. 

Cuando se realizó el análisis histológico con microscopía óptica se 

observó en todos los grupos experimentales un aumento del patrón de 

porosidad, es decir un aumento de los espacios interfibrilares, en la matriz 

extracelular de los sustitutos de corion de mucosa oral,  denotando una ligera 

alteración microestructural. En el grupo control donde no se utilizó solución 

crioprotectora (CS) se observaron alteraciones extremas de la microestructura, 

siendo estadísticamente significativo con respecto al control que no fue 

sometido a criopreservación (CF). Cuando analizamos los grupos 

experimentales donde se utilizaron distintos crioprotectores observamos que la 

solución A y la solución B presentan pequeñas alteraciones de la 
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microestructura no siendo estadísticamente significativa con respecto a CF. Al 

valorar la solución C esta presenta alteraciones en la microestructura  siendo 

estadísticamente significativa con respecto a CF. De todas maneras la 

utilización de soluciones crioprotectoras indican que se minimizan las 

alteraciones microestructurales de los sustitutos de corion  de mucosa oral 

sometidos a procesos de criopreservación con respecto a CS. Estos datos 

coinciden con Kubo y Kuroyanagi (2005) quienes demostraron que al 

criopreservar sustitutos dérmicos alogénicos, construidos con ácido hialurónico 

y atelo-colágeno, utilizando como crioprotector el DMSO al 10 %, observan con 

microscopía electrónica de barrido que la estructura porosa original de dicho 

sustituto dérmico se mantiene. En nuestro análisis histológico observamos que 

la solución B fue la que mejor se comportó (dentro de las soluciones 

crioprotectoras) en el mantenimiento de la microestructura. Podemos inferir 

entonces que la menor concentración de DMSO en la solución crioprotectora B 

(Solución A con DMSO al 15 % y solución B con DMSO al 10 %) sería la 

responsable de dicho comportamiento. 

Nuestros resultados también coinciden con Wang y colaboradores 

(2007), quienes analizaron los efectos del DMSO en la criopreservación en 

sustitutos dérmicos generados por ingeniería tisular con ácido poliglicólico. 

Dichos autores observaron, con microscopía electrónica de barrido, que las 

soluciones crioprotectoras de DMSO al 10 % generan un menor 

desprendimiento de los fibroblastos y de la matriz extracelular que ellos 

producen en el constructo de ácido poliglicólico, que cuando se utilizan 

soluciones crioprotectoras de DMSO al 15 %. Los autores explican que esto se 

debería a que la viabilidad de los fibroblastos es mayor con DMSO al 10 %. Lo 

observado por el grupo de Wang (2007) además, nos permitiría explicar los 

resultados obtenidos en nuestro trabajo cuando realizamos un análisis de 

cuantificación de células dentro de la matriz de fibrina y agarosa. En nuestro 

estudio observamos en efecto que el número de células presentes en esa 

matriz de fibrina y agarosa fue mayor con la solución B que con la  solución A y 

a su vez esta mayor que con la solución C.  

 Ahora bien, para poder determinar la capacidad de proliferación de las 

células presentes en la matriz extracelular de nuestro modelo experimental 

realizamos ensayos de PCNA en forma inmediata a su descongelación y a las 
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24 horas de producida esta. Nuestros resultados mostraron que si bien se 

observa un mayor índice de proliferación celular en los sustitutos que fueron 

analizados a las 24 horas posterior a la descongelación no hubo diferencias 

estadísticamente significativas de esa proliferación celular entre los sustitutos 

valorados en forma inmediata. Sin embargo, si pudimos corroborar que el 

mayor índice de proliferación celular se observó en sustitutos de corion 

crioprotegidos con la solución B y que esos valores fueron similares a los 

observados en los sustitutos de corion utilizados como controles no 

criopreservados (CF), no habiendo entre ellos diferencias estadísticamente 

significativas. Por otro lado, los sustitutos de corion criopreservados con la 

solución A mostraron una proliferación celular que fue estadísticamente 

significativa respecto al control fresco. A su vez los sustitutos crioprotegidos 

con la solución C fueron los que mostraron el menor índice de proliferación 

celular de todos grupos experimentales. Los datos en los índices de 

proliferación celular se correlacionan con el análisis de cuantificación de células 

sin daño aparente observándose que los sustitutos de corion crioprotegidos con 

la solución B son los que mejores resultados aportaron. Por otro lado, el 

sustituto control criopreservado sin crioprotector (CS) mostró una disminución 

del índice de proliferación hasta valores de  0 % a las 24 horas de la 

descongelación siendo el que peor comportamiento tuvo en todas las 

situaciones experimentales. Todo esto  puede explicarse a partir de los 

estudios realizados por Wang et al. (2007) donde destacan que el DMSO al 10 

% ofrece una mayor viabilidad celular que el DMSO a una concentración del 15 

% debido a que la toxicidad del DMSO se incrementa con la concentración del 

mismo en los crioprotectores. En relación a la menor respuesta ofrecida por el 

crioprotector de la solución C, Bravo et al. (2000) y García López (1982) 

explican, en sus distintos estudios, que el mejor comportamiento del DMSO 

sobre el Glicerol se debe a que este posee una mayor capacidad para 

difundirse a través de las membranas biológicas y de ahí su mejor propiedad 

preservadora. Los autores destacan que el DMSO establece puentes de 

hidrógeno con las moléculas de agua, reduciendo el calor latente de fusión; 

además, modifica el punto crioscópico del medio, disminuyendo la posibilidad 

de formación de núcleos de hielo, que conllevarían a la creación de un 

gradiente osmótico, lo cual sería indeseable para la célula. El Glicerol por otra 
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parte es un criopreservador de gran importancia, aunque su ámbito de 

aplicación no sea tan amplio como el del DMSO, probablemente debido a su 

menor capacidad de penetración a través de las membranas celulares.  

Las fundamentaciones realizadas más arriba, ayudan también a explicar  

los ensayos de recultivación de los sustitutos de corion de los distintos grupos 

experimentales realizados en este trabajo, donde se observó una mayor 

proliferación celular cuando los sustitutos se crioprotegieron con la solución B. 

Además, consideramos que es importante valorar, independientemente del 

número de células obtenido con el método de recultivación, después de estar 

sometidos a distintos protocolos de criopreservación, la viabilidad de las 

mismas, utilizando Live & Dead y azul tripán para cuantificar y corroborar la 

capacidad funcional de la célula. En todos los casos la viabilidad se mantuvo 

por encima del 96%. Todos estos datos aportados es buen signo ya que como 

lo destacan Kubo y Kuroyanagi (2005) en sus trabajos de criopreservación de 

sustitutos dérmicos los fibroblastos recultivados después de la descongelación 

mantienen su capacidad de proliferación y liberación de citoquinas (VEGF, 

bFGF, HGF, TGF-B1, and IL-8). Los autores agregan que la liberación de estas 

citoquinas por parte de estas células recultivadas jugarían un rol muy 

importante, por ejemplo, en los procesos de cicatrización.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     

En relación al análisis de las propiedades biomecánicas de los tejidos 

blandos, los mismos han sido evaluados por diferentes autores, usando 

diferentes métodos. Inoue et al. (1985) evaluaron las propiedades reológicas de 

tejidos blandos orales utilizando un método de compresión directa. Birch y 

Srodon (2009) para analizar en un estudio biomecánico ex vivo las propiedades 

reológicas de la mucosa del paladar utilizó un método experimental de 

relajación-tensión. En esta tesis doctoral hemos analizado el comportamiento 

de las propiedades biomecánicas de los sustitutos de corion de mucosa oral a 

base de fibrina y agarosa utilizando un reómetro para obtener medidas en 

estado estacionario o viscosimetría, y medidas en régimen dinámico u 

oscilométría. Otros autores han empleado el mismo método para conocer las 

propiedades viscoelásticas de diferentes tejidos blandos (Chan y Titze, 1999; 

Yatabe et al., 1991; Webb y Kutty, 2009). En particular el trabajo de Chan y 

Titze es pionero en la caracterización de las propiedades biomecánicas de 
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mucosas de cuerdas vocales. Asimismo, nuestro grupo de investigación ya 

utilizó este método para evaluar las propiedades biomecánicas de viscosidad y 

elasticidad en los constructos de fibrina y agarosa, comparándolas con 

andamiajes de fibrina (Rodriguez et al., 2011).  En dicho trabajo se realizó un 

estudio temporal de los sustitutos de corion de mucosa oral observando que los 

andamiajes de fibrina y agarosa mantenían una estabilidad de las propiedades 

de viscosas y elásticas en un período de tiempo analizado de 21 días, mientras 

que las de fibrina aumentaban su rigidez en el transcurso de ese tiempo.  

Cuando realizamos el análisis de las propiedades biomecánicas de los 

sustitutos de corion de mucosa oral elaborados con fibrina y agarosa sometidos 

a los distintos protocolos de criopreservación observamos que los valores del 

esfuerzo umbral (esfuerzo mínimo que es necesario aplicar para hacer fluir el 

material) es similar en el caso de la muestra protegida con la solución A al 

control CF; es decir, en este caso el proceso de criopreservación no parece 

haber afectado a la rigidez de la muestra. Sin embargo, las muestra 

crioprotegida con la solución C, y especialmente con la solución B, mostraron 

un aumento del esfuerzo umbral, y por tanto de la rigidez, que probablemente 

esté asociado a cambios internos provocados por el proceso de 

criopreservación. No obstante, en todos los casos analizados se observó una 

baja rigidez (valores del esfuerzo umbral inferiores a 50 Pa), que es propia de 

materiales blandos.  

Cuando analizamos el módulo elástico correspondiente a la zona 

viscoelástica lineal (aquella en la que los valores de los módulos viscoelásticos 

no dependen de la amplitud del esfuerzo aplicado) para una frecuencia de 1 

Hz, observamos, que CF presentó una baja elasticidad, en comparación con 

las muestras sometidas a un proceso de criopreservación. En cualquier caso 

los valores de las muestras criopreservadas con los distintos crioprotectores se 

encuentran dentro del rango de valores obtenidos en caso de tejidos naturales 

no sometidos a criopreservación (G’  10-200 Pa) (Chan y Titze, 1999). 

Al analizar el módulo viscoso correspondiente a la zona viscoelástica 

lineal obtenido a partir de barridos de amplitud de esfuerzo, pudimos observar 

que todas las muestras presentan valores de este módulo similares, y por tanto 

la respuesta viscosa es similar. Al comparar los valores del módulo elástico con 

los valores del módulo viscoso en todas las muestras, podemos concluir que 
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todas las muestras presentan un comportamiento más elástico que viscoso. Sin 

embargo, este comportamiento más elástico que viscoso es más importante en 

las muestras criopreservadas utilizando la solución A y la solución B que en CF 

y en aquella protegida con la solución C.  

Cuando analizamos los resultados de los barridos de frecuencia dentro 

de la zona viscoelástica lineal, lo primero que observamos es que el módulo 

elástico es para todas las muestras y en todo el rango de frecuencia estudiado 

superior al módulo viscoso. Por tanto, podemos concluir que en la zona 

viscoelástica lineal los materiales presentan una respuesta principalmente 

elástica. No obstante, la respuesta viscosa no es despreciable. En primer lugar 

al realizar un análisis pormenorizado del módulo elástico todas las muestras 

estudiadas presentan una tendencia común al aumento del módulo elástico con 

el aumento de la frecuencia. Esta tendencia es más acentuada a alta 

frecuencia y especialmente para la muestra control (CF).  Este tipo de 

comportamiento ha sido observado previamente en el caso de muestras de 

mucosa oral humana natural (Chan y Titze, 1999). Cuando realizamos la  

comparación entre los valores relativos del módulo elástico de las distintas 

muestras observamos que los valores más bajos los presentan las muestras 

del control (CF), aunque todos los valores están dentro del rango referenciado 

para tejidos blandos de origen natural (Chan y Titze, 1999). Desde el punto de 

vista físico un aumento de G’ viene a indicar un aumento de la respuesta 

elástica del material. En el trabajo de Chan y Titze (1999) se encontró que el 

módulo elástico aumenta, en general, al aumentar la edad de los individuos. El 

hecho de que G’ sea superior en las muestras criopreservadas con 

crioprotectores que en las de control (CF) podría interpretarse como un 

envejecimiento de las primeras. En cuanto al aumento  de G’ con la frecuencia, 

y puesto que se observa tanto en los tejidos naturales como en los preparados 

mediante ingeniería tisular podríamos concluir que se trata de una 

característica fisiológica asociada a este tejido.  

Cuando analizamos G’’ se pudo observar dos tendencias claramente 

diferenciadas. Por una parte en el caso de la muestra de control y la 

criopreservada con la solución C, G’’ muestra una tendencia aproximadamente 

plana hasta frecuencias en tornos a 2 Hz seguida de una subida suave y una 

caída más abrupta para las frecuencias más elevadas. Esta tendencia es más 
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acusada en el caso de la muestra de control. Hasta donde nosotros sabemos 

no existen datos bibliográficos del valor de G’’ en función de la frecuencia para 

muestras de tejidos naturales de mucosa oral. No obstante en el trabajo de 

Titze y Chan (1999) se muestran valores del factor de amortiguamiento de este 

tipo de tejido en función de la frecuencia para el mismo rango de estudio 

considerado en nuestro trabajo. Curiosamente la tendencia que muestra el 

factor de amortiguamiento es, a grandes rasgos, idéntica a la que aquí 

observamos para G’’ en el caso de la muestra de control y la crioprotegida con 

el solución C: un comportamiento aproximadamente plano inferior a 2 Hz 

seguido a un aumento y una posterior disminución. Aunque desde el punto de 

vista físico G’’ y el factor de amortiguamiento son magnitudes distintas ambas 

están relacionadas con las pérdidas de origen viscoso en el material. Por tanto, 

podríamos concluir que la tendencia observada para G’’ en el caso de la 

muestra de control y la crioprotegida con la solución C se debe a 

características fisiológicas de este tipo de tejido. 

En el caso de las muestras criopreservadas con las soluciones A y B, 

observamos que G’’ aumenta con la frecuencia en todo el rango de frecuencia 

estudiado. Esta diferencia en comportamiento para estas muestras, también 

observada en la gráfica de G’ podría de nuevo asociarse con un envejecimiento 

de los tejidos. En este punto es importante destacar que en el trabajo de Titze y 

Chan (1999) se observa en muchos casos un aumento del factor de 

amortiguamiento con la edad del individuo del que se extrajo el tejido. No 

obstante y a diferencia de lo que ocurría a diferencia de G’ este resultado no es 

concluyente. En cualquier modo y en lo que respecta a nuestros tejidos 

criopreservados los valores de G’’ están dentro del mismo orden de magnitud 

en todos los casos. 

Como conclusión general al estudio reológico realizado podríamos decir 

que todas las muestras criopreservadas poseen parámetros reológicos 

(esfuerzo umbral, módulo elástico, módulo viscoso) apropiados para su uso en 

medicina regenerativa como se desprende del hecho de que estos valores 

sean similares a los de la muestra de control y, en todo caso, dentro del rango 

valores bibliográficos existentes sobre tejidos naturales.  
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Finalmente, en relación con la discusión de esta tesis, es importante 

reseñar que los resultados macroestructurales, histológicos, de viabilidad 

celular y de sus propiedades biomecánicas nos han permitido establecer 

patrones de criopreservación en todas las situaciones experimentales que 

pueden ser útiles en relación con los distintos objetivos que plantea el uso de 

los sustitutos de corion de mucosa oral también en programas terapéuticos 

inmediatos o diferidos. 
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1. Los sustitutos de corion de mucosa oral generados por ingeniería tisular con 

fibroblastos gingivales humanos y biomaterial de fibrina y agarosa constituyen 

un constructo apto para someterse a criopreservación, así como para ser 

evaluados mediante los controles de calidad propuestos para los tejidos 

artificiales.  

 

2. La evaluación del comportamiento macroestructural de los sustitutos de 

corion de mucosa oral generados por ingeniería tisular, sometidos a 

criopreservación, mantienen la forma y la consistencia sin generar cambios 

artefactuales significativos a diferencia de los sustitutos de corion 

criopreservados en ausencia de soluciones crioprotectoras. 

 

3. La evaluación histológica con microscopía óptica del patrón de porosidad de 

los sustitutos de corion de mucosa oral generados por ingeniería tisular, 

sometidos a criopreservación, pone de relieve que sólo en los sustitutos en los 

que se utilizan las soluciónes crioprotectoras tipo A y B se observa un patrón 

de porosidad compatible con los valores ortotípicos, a diferencia de los 

patrones de porosidad que se observa cuando se utiliza la solución 

crioprotectora tipo C, y cuando la criopreservación se realiza sin soluciones 

crioprotectoras. 

 

4. La evaluación histológica con microscopía óptica del número de células 

existente en los sustitutos de corion de mucosa oral generados por ingeniería 

tisular, sometidos a criopreservación, pone de relieve  la presencia de una 

mayor población fibroblástica en los sustitutos criopreservados con la solución 

tipo B a los que siguen en población los sustitutos criopreservados con las 

soluciones A y C,  y los sustitutos criopreservados sin solución crioprotectora. 

 

5. La evaluación inmunohistoquímica de la proliferación celular a nivel tisular en 

los sustitutos de corion de mucosa oral generados por ingeniería tisular, 

sometidos a criopreservación, pone de relieve la existencia de una mayor 

proliferación celular en los sustitutos que utilizan la solución crioprotectora tipo 

B a los que siguen en proliferación los sustitutos criopreservados con las 

soluciones A y C, y los sustitutos criopreservados sin solución crioprotectora. 
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6. La evaluación de la viabilidad celular con microscopía óptica y de 

fluorescencia de células aisladas procedentes de la recultivación de sustitutos 

de corion de mucosa oral generados por ingeniería tisular, sometidos a 

criopreservación, pone de relieve la existencia de una viabilidad superior al 

96% cuando se utilizan las 3 soluciones crioprotectoras y un mayor número de 

células viables cuando se utiliza la solución tipo B que cuando se utilizan las 

soluciones C y A. 

  

7. La evaluación de las propiedades biomecánicas mediante estudios 

reológicos de los sustitutos de corion de mucosa oral generados por ingeniería 

tisular, sometidos a criopreservación, pone de relieve que dichos sustitutos 

poseen parámetros reológicos apropiados –esfuerzo umbral, modulo elástico y 

modulo viscoso- para su uso en medicina regenerativa al poseer valores 

compatibles con los valores control. 

 

8. La evaluación conjunta del comportamiento macroestructural, el patrón de 

porosidad, la población fibroblástica, la proliferación celular, la viabilidad celular 

y las propiedades biomecánicas de los sustitutos de corion de mucosa oral 

generados por ingeniería tisular, sometidos a criopreservación, pone de relieve 

que la utilización de la solución crioprotectora tipo B asegura un elevado nivel 

de calidad estructural, biológico y funcional para dicho constructo que lo hace 

útil para ser utilizado con carácter diferido en los protocolos de medicina 

regenerativa sustentados en la incorporación al organismo de tejidos 

artificiales. 
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