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1.3. ABREVIATURAS 
 

A/B pH Ácido/ pH Básico 

AB AlamarBlue™ 

ANOVA Análisis de varianza (ANalysis Of VAriance) 

BrdU Bromodesoxiuridina 

BSS Solución buffer salino (Buffer Saline Solution) 

CC Cocultivo 

CD90 Cluster of Differentiation 90 

CF Crioprecipitado de plasma fresco 

CHEMCYL Centro de Hemoterapia y Hemodonación de Castilla y León 

CK 7 Citoqueratina-7 (Cytokeratin-7) 

cm2 Centímetro cuadrado 

CPCs Cultivos primarios conjuntivales 

CTRL Control 

DAB Diaminobencidina 

DMEM Medio de cultivo base (Dulbecco’s Modified Eagle´s Medium) 

DMSO Dimetilsulfóxido 

DNAsa I Dexosirribonucleasa I 

DPX Medio de montaje (Distyrene Plasticizer Xylene) 

EDTA  Ácido etilendiaminotetraacético (Ethylenediaminetetraacetic Acid) 
 
EEM Error estándar de la media 

FD Factor de dilución 

fmol Femtomole 

GAG Glicosaminoglicanos 

GL Grados de libertad 

H-E Hematoxilina-Eosina 

HPA Helix pomatia 
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HPS Solución peróxido de hidrógeno (Hydrogen Peroxidase Solution) 

IL-10 Interleucina-10 

MCE Medio de cultivo de células epiteliales 

MCF Medio de cultivo de células estromales (fibroblastos) 

mg Miligramo 

min Minuto 

ml Mililitro 

mm Milímetro 

MPa Megapascal 

N Newton 

NET Necrólisis epidérmica tóxica 

nm Nanómetro 

N/S No significación 

OH Hidroxilo 

P Probabilidad 

P0  Cultivo celular primario 

P1, P2…P15 Subcultivos celulares 

P/S Penicilina/ Estreptomicina (Penicillin/ Streptomycin) 

PAS Periodic Acid-Schiff 

PBS Tampón fosfato salino (Phosphate Buffered Saline) 

PF Plasma fresco 

PGA Ácido poliglicólico 

PLA Ácido poliláctico  

PLA2 Fosfolipasa A2 

PMSF  Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (Phenylmethylsulfonyl Fluoride) 

RNAsa A Ribonucleasa A 

rpm  Revoluciones por minuto 

SBF Suero Bovino Fetal 
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SD Desoxicolato de sodio (Sodium Deoxycholate) 

SDS Dodecilsulfato sódico (Sodium Dodecylsulfate) 

SEM Microscopía electrónica de barrido (Scanning Electron Microscopy) 

TªA Temperatura ambiente 

T/E Tripsina/EDTA (Trypsin /Ethylenediaminetetraacetic) 

TCPS Tissue Culture Polystyrene 

TFFs Trefoil factor family 

TNF-alfa Tumor necrosis factor alfa 

TRIS Tri (hidroximetil) aminometano 

VC Volumen de crioprecipitado de plasma fresco 

VP Volumen de plasma fresco 

V/V Volumen/Volumen 

µl Microlitro 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 
II. RESUMEN/SUMMARY 
 

 
 

 

 

 

RESUMEN 
SUMMARYII. 



 

 

  



Ana Fernández González 
Desarrollo y optimización de andamiajes tridimensionales para el cultivo 
de células de la conjuntiva  

II- RESUMEN/SUMMARY 

 

39 
 

2.1. RESUMEN 
 

La reconstrucción de la superficie ocular, por ingeniería tisular, representa una 
modalidad terapéutica con grandes perspectivas. La restauración de la conjuntiva 
constituye una parte esencial en la regeneración de la superficie ocular, especialmente 
cuando un área extensa o toda la superficie ocular se ve afectada, como ocurre en 
pacientes con penfigoide ocular cicatricial, síndrome de Stevens-Johnson, necrolisis 
epidérmica tóxica, o quemaduras térmicas y químicas. En estas situaciones, la superficie 
conjuntival debe repararse primero para que el fórnix se restablezca.  

En el presente trabajo, para desarrollar un modelo de conjuntiva in vitro se han 
establecido una serie de etapas que han sido englobadas en tres capítulos. 

Las muestras de conjuntiva para la realización de este estudio han sido de origen 
porcino. En el primer capítulo, se ha conseguido optimizar un protocolo de digestión 
basado en la acción secuencial de dos enzimas: colagenasa tipo I y solución 
Tripsina/EDTA, para la obtención de células estromales y células epiteliales, 
respectivamente. Mediante inmunofluorescencia se ha comprobado que los 
componentes celulares aislados mantuvieron sus características fenotípicas durante el 
proceso de expansión in vitro. Se ha definido la zona bulbar de la conjuntiva como la 
localización anatómica para la extracción de biopsias, porque las células epiteliales 
aisladas tienen capacidad de sintetizar mucinas. 

En el segundo capítulo de este trabajo se han diseñado hidrogeles de fibrina, 
denominados andamiajes tridimensionales de primera generación, utilizando como 
biomaterial biológico la fibrina procedente de plasma fresco y de crioprecipitado de 
plasma fresco. Se han cultivado en su interior células estromales y en su superficie 
células epiteliales. Los estudios realizados a las dos semanas de cultivo mediante 
técnicas de histología, así como microscopía electrónica de barrido, mostraron una 
correcta adhesión y distribución de las células estromales en el interior de los 
andamiajes y la estratificación de células epiteliales en la superficie. También se ha 
determinado la composición bioquímica de los sustitutivos conjuntivales resultantes. 

Por último, en el tercer capítulo de este trabajo se ha aplicado un protocolo de 
descelularización para la obtención de conjuntiva acelular. Los estudios 
microestructurales, de viabilidad celular, biomecánicos, bioquímicos y de citotoxicidad 
permitieron caracterizar la conjuntiva acelular resultante que se ha utilizado como 
material biológico de partida en el diseño de sustitutivos conjuntivales. Como segunda 
generación de andamiajes se ha utilizado la conjuntiva porcina descelularizada. Para la 
tercera generación de andamiajes tridimensionales se ha elaborado una formulación 
innovadora utilizando como base la fibrina y las fibras obtenidas de la digestión de la 
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conjuntiva porcina descelularizada. En ambos andamiajes, se han cultivado 
simultáneamente los dos tipos celulares de la conjuntiva: en la segunda generación, las 
células estromales se inyectaron en el interior de la conjuntiva y en la tercera generación 
se combinaron con fibrina y con fibras de conjuntiva descelularizada; las células 
epiteliales se cultivaron sobre la superficie. Los estudios realizados a las dos semanas de 
cultivo mediante técnicas de histología, así como microscopía electrónica de barrido, 
mostraron la estratificación de células epiteliales en la superficie y una correcta 
adhesión y distribución de las células estromales en el interior de los andamiajes. En los 
sustitutivos conjuntivales resultantes se ha determinado la composición bioquímica. 

En conclusión, los resultados de nuestro estudio han demostrado que la aplicación de 
las técnicas de cultivo celular y de ingeniería tisular, han permitido generar un 
equivalente de la conjuntiva del cerdo, estructuralmente análogo a la conjuntiva nativa 
de este animal, utilizando diferentes andamiajes tridimensionales biológicos. 
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2.2. SUMMARY 
 

The reconstruction of the ocular surface by tissue engineering represents a therapeutic 
modality with great prospects. The restoration of the conjunctiva is an essential part of 
ocular surface regeneration, especially when a large area or the whole ocular surface is 
affected, as occurs in patients with ocular cicatricial pemphigoid, Stevens-Johnson 
syndrome, toxic epidermal necrolysis, or thermal and chemical burns. The conjunctival 
surface must be first repaired and a deep fornix is restored in these situations. 

In this study, we have established a serie of steps that have been encompassed into 
three chapters to develop an in vitro model of conjunctiva. 

The conjunctiva samples for carrying out this work have been of porcine origin. In the 
first chapter, it has managed to optimize a digestion protocol based on the sequential 
action of two enzymes: collagenase type I and Trypsin / EDTA solution for obtaining 
stromal cells and epithelial cells, respectively. It was determined that the isolated 
cellular components retained their phenotypic characteristics during in vitro expansion 
by immunofluorescence. The bulbar conjunctiva area has been defined as the 
anatomical location for biopsies extraction, because the isolated epithelial cells have 
ability to synthesize mucins. 

They have been designed fibrin hydrogels in the second chapter of this study, called 
first-generation of three-dimensional scaffolds, using the fibrin from fresh plasma and 
from cryoprecipitate of fresh plasma as biological biomaterial. Stromal cells have been 
grown inside the scaffold and epithelial cells on their surface. The histological and 
scanning electron microscopy analysis at two weeks of culture showed good adhesion 
and distribution of the stromal cells within scaffolds and stratification of epithelial cells 
on the surface. It has also been determined the biochemical composition of the resulting 
conjunctival substitutes. 

Finally, in the third chapter of this work it has been applied a decellularization protocol 
for obtaining acellular conjunctiva. The acellular conjunctiva characterization has been 
carried out through microstructural studies, cell viability, citotoxicity, biomechanical 
and biochemical assays. This acellular conjunctiva has been used as biomaterial in the 
design of conjunctival substitutes. As second generation of scaffolds has been used the 
decellularized porcine conjunctiva. For the third generation of three-dimensional 
scaffolds has been developed an innovative formulation based on fibrin and fibers 
derived from digestion of decellularized porcine conjunctiva. In both generations of 
scaffolds have been cultured simultaneously the two types of conjunctival cells. Stromal 
cells were injected into the inside of the decellularized conjunctiva in the second 
generation. Stromal cells have been combined with fibrin and fibers from decellularized 
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conjunctiva in the third generation. Epithelial cells were cultured on the surface. The 
histological and scanning electron microscopy analysis at two weeks of culture showed 
stratification of epithelial cells on the surface and good adhesion and distribution of the 
stromal cells within the scaffolds. It has been determined the biochemical composition 
in the resulting conjunctival substitutes. 

In conclusion, the results of our study have showed that the application of cell culture 
and  tissue engineering techniques have allowed generate an equivalent of the porcine 
conjunctiva, structurally similar to the native conjunctiva of this animal, by using 
different biological three-dimensional scaffolds. 
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Gracias a los sentidos obtenemos la información vital que nos permite relacionarnos 
con el mundo que nos rodea. Una de las principales capacidades sensoriales del ser 
humano es la visión, pues a través de ella conseguimos la mayor parte de la información 
con la que conocemos e interpretamos nuestro entorno. 

El órgano de la visión está compuesto por los globos oculares, el aparato lagrimal, los 
párpados y los músculos; denominando superficie ocular a la parte anterior del ojo, 
donde se distinguen: la película lagrimal, la córnea, el limbo y la conjuntiva. Existe una 
interdependencia entre todas estas estructuras que son las encargadas de dar 
funcionalidad a la superficie ocular. 

 

3.1. El órgano de la visión 
 

El ojo humano, denominado por su forma globo ocular, es el órgano anatómico que recoge 
en su interior la estructura que hace posible el proceso de la visión1. 

Es un órgano par situado a ambos lados del plano sagital, protegido por grasa y tejidos 
blandos y por las paredes óseas que componen las cavidades orbitarias, donde además del 
globo ocular se alojan el nervio óptico, los músculos oculares, la glándula lagrimal, los vasos 
y los nervios. Los párpados, las pestañas y las lágrimas actúan como protectores del ojo2. 

 

3.1.1. Globos oculares 
 

El globo ocular es una esfera de unos 24 mm de diámetro anteroposterior, está formado 
de fuera a dentro por tres capas concéntricas (Figura 1). 

La capa exterior es la túnica fibrosa o córneo-escleral que se compone de dos segmentos 
esféricos; el anterior la córnea, es la porción más pequeña y prominente; el posterior es la 
esclerótica. Revistiendo los párpados por su cara posterior (interior) y parte de la esclera 
anterior (por su exterior) está la conjuntiva, membrana en la que se vierte la secreción 
lagrimal que participará en la nutrición y protección de las capas superficiales de la córnea.  

La capa intermedia (úvea) es la túnica vascular, la componen por delante, el iris, por detrás, 
la coroides y, la unión de ambos, un engrosamiento que se conoce con el nombre de 
cuerpo ciliar. 

La capa interna, túnica nerviosa es la retina, que se continúa por delante con la capa 
profunda del cuerpo ciliar y del iris.  
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Figura 1. El órgano de la visión. Estructura del globo ocular: túnica fibrosa, túnica vascular y túnica 
nerviosa. Modificado y traducido de Eye Anatomy, Functions and Structure. 

 

3.1.2. Aparato lagrimal 
 

El aparato lagrimal se constituye de una parte secretora y una excretora. La función 
secretora la realiza la glándula lagrimal principal, así como las glándulas accesorias. 

La glándula lagrimal principal se sitúa en la pared superotemporal e interna de la órbita; 
consta de dos lóbulos, uno ligado a la pared ósea y el otro cerca de la órbita. Dicha 
glándula secreta líquido a los fondos de saco superiores a través de túbulos que nacen 
de los acinos glandulares. El producto de la secreción es la lágrima. Ésta es el 
componente acuoso de la película lagrimal y está formada por agua y sustancias sólidas 
disueltas. Los componentes sólidos más notables son cloruro de sodio, albúminas y 
globulinas. La glándula lagrimal principal produce la secreción refleja, de tal manera que 
ante estímulos dañinos, irritativos y psicógenos, la glándula lagrimal principal es la que 
vacía su contenido sobre la superficie ocular. 

Las glándulas lagrimales accesorias se sitúan en los párpados y fondos de saco, y reciben 
el nombre de glándulas de Krause y Wolfring; son múltiples, 50 en cada ojo, y vierten su 
secreción de manera constante. Ésta se llama secreción lagrimal basal y es la que 
mantiene húmeda la superficie ocular de manera continua. 
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Con cada parpadeo, la película lagrimal se distribuye de manera homogénea sobre la 
superficie. El menisco lagrimal se acerca al aparato excretor de la lágrima, renovándose 
de modo constante, a lo cual contribuyen los distintos componentes de la lágrima. 

 

3.1.3. Párpados 
 

Los párpados constituyen la primera barrera mecánica de protección del globo ocular 
frente a estímulos externos3,4,5. Son pliegues cutáneos modificados que se continúan 
con el resto de la piel facial. 

 
En cuanto a su estructura (Figura 2) podemos distinguir de fuera a dentro cuatro capas: 
 
1.-Piel: reviste la cara anterior de los párpados y está constituida por la dermis y la 
epidermis. 
 
2.-Capa muscular: 

- Músculo orbicular inervado por el nervio facial, responsable del parpadeo. 
- Músculo elevador del párpado, inervado por el III par. 
- Músculo de Müller o tarsal superior y el músculo tarsal inferior inervados por 
el simpático. Junto con el elevador son los responsables del tono palpebral. 

 
3.-Capa fibrosa: 

- Tarsos palpebrales: tejido fibroso que soporta las demás estructuras. En su 
interior se alojan las glándulas de Meibomio. 
- Septos orbitarios: se continúan desde los tarsos al reborde orbitario. 
- Ligamentos palpebrales externo e interno: mantienen unidos los tarsos a los 
rebordes orbitarios lateral y medial. 

 
4.-Conjuntiva palpebral: recubre el párpado en su superficie interna. 
 
El borde palpebral se divide en una parte anterior y otra posterior por la línea gris. Las 
pestañas se originan en la parte anterior, en cuyos folículos van a desembocar las 
glándulas de Zeis, consideradas glándulas sebáceas modificadas. Las glándulas de Moll 
son glándulas sudoríparas modificadas, que pueden desembocar en el folículo de la 
pestaña, o bien directamente en el borde palpebral anterior. Los conductos de las 
glándulas de Meibomio se localizan en la parte posterior de la línea gris. Éstas junto con 
las de Zeis se encargan de formar la capa lipídica externa de la película lagrimal 
precorneal. 
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La función de los párpados es el parpadeo, con él se distribuye y se renueva la película 
lagrimal. Los párpados se cierran en forma de cremallera; este mecanismo les permite 
empujar la película lagrimal hacia el borde interno, haciendo llegar la lágrima al punto 
lagrimal (orificio de salida que se encuentra situado inmediatamente por detrás de la 
última pestaña interna), lo cual facilita la evacuación lagrimal6. 
 
 

3.1.4. Músculos oculares 
 

En el globo ocular hay 6 músculos que se adhieren a él para facilitar el movimiento. 
Estos músculos trabajan para rotar y mover el ojo hacia arriba, hacia abajo y hacia los 
lados (Figura 3). 

El músculo recto superior es un músculo extraocular que se adhiere a la parte superior 
del ojo y lo mueve hacia arriba. 

El músculo recto inferior se adhiere a la parte inferior del ojo y lo mueve hacia abajo. 

Figura 2. Anatomía del párpado. Modificado de Manual Moderno sección Oftalmología. 



Ana Fernández González 
Desarrollo y optimización de andamiajes tridimensionales para el cultivo 
de células de la conjuntiva 

 III. INTRODUCCIÓN 
 

 

49 
 

El músculo recto medial es un músculo extraocular que se adhiere a la parte interna del 
ojo cerca de la nariz y lo mueve hacia adentro. 

El músculo recto lateral se adhiere al ojo en la parte lateral y lo mueve hacia afuera. 

El músculo oblicuo superior es un músculo extraocular que se origina en la parte 
posterior de la órbita y viaja a través de una polea que se localiza cerca de la nariz, para 
posteriormente insertarse en la parte superior del ojo. El músculo oblicuo superior rota 
el ojo en el sentido de las manecillas del reloj. Este músculo también mueve el ojo hacia 
abajo. 

El músculo oblicuo inferior se inserta a la parte anterior de la órbita cerca a la nariz y 
viaja hasta insertarse en la parte inferior del ojo. Este músculo rota el ojo en sentido 
contrario a las manecillas del reloj y hacia arriba. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Anatomía de los músculos extraoculares. Modificado y traducido de American Association for 
Pediatric Ophthalmology and Strabismus. 
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3.2. La superficie ocular 
 

La superficie del ojo es un componente extraordinario y vital para el proceso de la visión.  

El concepto de superficie ocular incluye a todas las estructuras oculares y anejos que se 
encuentran en contacto con el exterior. A diferencia de todos los demás epitelios 
húmedos de la superficie del cuerpo, la superficie ocular está directamente expuesta al 
exterior, estando especialmente sujeta a la desecación, las lesiones y los patógenos. 
Como consecuencia, numerosos mecanismos de protección son proporcionados por el 
sistema de la superficie ocular para asegurar la visión7,8. 

La superficie ocular se define como una unidad anatómica, fisiológica, histológica y 
patológica constituida por la película lagrimal y por los epitelios que recubren las 
superficies palpebrales, la córnea, el limbo y la conjuntiva9. 

El epitelio corneal requiere de un sistema de mantenimiento y defensa para permitir al 
ojo su relación con el exterior y que le provea de una humectación constante. La 
conjuntiva, los párpados y el aparato lagrimal están dirigidos fundamentalmente hacia 
ese mantenimiento10. 

La función principal de la superficie ocular es permitir la visión manteniendo la 
transparencia corneal y protegiendo al globo ocular de los agentes externos tóxicos, 
infecciosos y traumáticos11. Para cumplir esta función, la superficie ocular debe 
mantener la integridad estructural, así como un continuo equilibrio fisiológico. 

La interdependencia de las estructuras que componen la superficie ocular y su influencia 
sobre el epitelio corneal hace que sea necesaria su correcta integridad para garantizar 
la salud del ojo. 

 

3.2.1. La película lagrimal 
 

La película lagrimal es una estructura de tres capas, compuesta por una capa superficial 
lipídica, un componente acuoso y una capa basal mucosa (Figura 4)12. Los tres 
componentes mayoritarios de la lágrima funcionan conjuntamente para mantener la 
estructura general.  
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La capa externa o lipídica provee una superficie oleosa que retarda la evaporación de la 
lágrima. La capa intermedia o capa acuosa está compuesta principalmente por agua, así 
como sales y proteínas. La capa basal o mucosa cubre directamente la superficie ocular 
facilitando que el resto de capas conformen una película13. 

El origen, los componentes principales y las funciones de cada capa se resumen en la 
Tabla 1.  

Tabla 1. Estructura de la película lagrimal: origen, componentes principales y funciones. 

ESTRUCTURA ORIGEN COMPONENTES 
PRINCIPALES FUNCIONES 

Capa lipídica Glándulas de Meibomio Ésteres de colesterol 
Ésteres de ceras 

Evita la evaporación 
Proporciona una superficie ópticamente 

suave 
 

Capa acuosa Glándulas lagrimales 
Agua 

Proteína 
Sales 

Bacteriostática 
Limpieza del debris 

Mantenimiento de la hidratación epitelial 

Capa mucosa 

Células conjuntivales de 
Goblet 

Glándulas de Moll y 
Krase 

Glicoproteína 
Convierte en hidrófila la superficie 
epitelial para que la capa acuosa la 

humecte 

 
 

Figura 4. Estructura de la película lagrimal: componentes principales. 
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3.2.2. La córnea 
 

La córnea es una de las estructuras más especializadas de la superficie corporal. Es la 
estructura más externa y frontal del globo ocular; junto con los párpados y el sistema 
lagrimal, la conjuntiva bulbar y tarsal, los fórnix conjuntivales, el limbo, y la película 
lagrimal conforma la superficie ocular. Todas estas estructuras permiten proteger al ojo 
de agresiones externas y mantener la transparencia e integridad de la superficie corneal 
y del medio intraocular. 
 
Una de las principales características de la córnea es su transparencia14, condición 
indispensable para permitir el paso de la luz. Para mantener esta transparencia la 
córnea es avascular, es decir, carece de vasos sanguíneos por lo que la mayor parte de 
los nutrientes (carbohidratos, vitaminas, aminoácidos) y otros sustratos son aportados 
por el endotelio (capa más interna). 

La córnea es un tejido altamente diferenciado que permite la refracción y la transmisión 
de la luz. Su forma consiste básicamente en una lente cóncavo-convexa con una cara 
anterior, en contacto íntimo con la película lagrimal precorneal y otra cara posterior, 
bañada por el humor acuoso. Estas relaciones permiten a la córnea carecer de 
vascularización, pues estos líquidos son los máximos responsables de mantener sus 
requerimientos fisiológicos.  

La córnea15 se compone de un epitelio estratificado escamoso no queratinizado, un 
estroma de tejido conectivo y una monocapa celular endotelial. Aunque este tejido 
avascular es aparentemente simple en su composición, la enorme regularidad y 
uniformidad de su estructura son las que permiten su precisa transmisión y refracción 
de la luz. 

Debe destacarse que la córnea, por añadidura, debe cumplir sus funciones en contacto 
con el exterior, con todas las agresiones posibles por sequedad, contaminación, 
bacterias, etc. Para ello necesita de unos sistemas protectores y de soporte que 
constituyen los anejos oculares la conjuntiva, el aparato lagrimal y los párpados. 
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3.2.2.1. Histología 
 

La córnea histológicamente16, desde la superficie externa hasta la interna, consta de 6 
capas (Figura 5). 

Epitelio corneal: epitelio de tipo escamoso estratificado no queratinizado, consta de 4 a 
7 capas de células, que se van aplanando a medida que se hacen más superficiales. 
 

Capa de Bowman: también conocida como lámina anterior, es una capa acelular 
constituida por fibras de colágeno localizadas de forma aleatoria. En esta región se 
encuentran las terminaciones nerviosas que dan al epitelio. 
 

Estroma corneal: es la capa más gruesa de la córnea, representa el 90% del espesor total 
corneal. Está compuesta por fibras de colágeno organizadas paralelamente, lo que le 
proporciona la característica de transparencia a la córnea17.  
 

Capa de Dua: debe su nombre a su descubridor18 en el año 2013. Se trata de una capa 
de 15 µm de grosor, compuesta por fibras de colágeno tipo I, organizadas longitudinal, 
trasversal y oblicuamente.  
 

Membrana de Descemet: también conocida como lámina posterior, está formada por 
varios tipos de colágeno y organizada de forma hexagonal lo que le proporciona gran 
resistencia. 
 
Endotelio: es la capa más profunda, constituida por una monocapa de células 
hexagonales incapaces de regenerarse. Gracias a su función de bombeo, es capaz de 
mantener un adecuado estado de hidratación de las capas suprayacentes; bombea 
iones para evitar la deshidratación del estroma a la vez que lo oxigena. También es 
importante para el mantenimiento de la transparencia de la córnea. 
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Figura 5. Estructura de la córnea. Resumen gráfico de las diferentes capas. 

 

3.2.2.2. Funciones 
 

La córnea tiene dos funciones principales, basadas en su transparencia y su localización 
como barrera. Por un lado, su transparencia permite la transmisión de la luz, a la vez 
que su elevado poder de refracción ayuda a la focalización de la misma en el fondo del 
ojo para la posterior formación de la imagen de manera nítida sobre la retina. Por otro 
lado, actúa protegiendo las estructuras intraoculares, como una barrera mecánica y 
química entre el medio ambiente y el interior del globo ocular. 

En resumen, sus principales funciones son permitir la transmisión y refracción de la luz, 
contener la presión intraocular y proporcionar una interfaz de protección con el medio 
ambiente. 

 

 

 

 

 



Ana Fernández González 
Desarrollo y optimización de andamiajes tridimensionales para el cultivo 
de células de la conjuntiva 

 III. INTRODUCCIÓN 
 

 

55 
 

3.2.3. El limbo  
 

El limbo constituye la zona de transición entre la córnea y la esclero-conjuntiva. 
Macroscópicamente, se distingue como una línea grisácea de 2 mm de espesor que 
rodea la córnea (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se trata de una región altamente vascularizada. Los vasos sanguíneos que posee 
desempeñan un papel muy importante en los procesos inflamatorios de la córnea. Sus 
células madre se regeneran constantemente, moviéndose desde la periferia hacia el 
centro y desde las capas más profundas hacia la superficie, donde acaban su vida útil 
cada siete días19. Cuando este proceso de regeneración se interrumpe, ocasiona 
molestias, opacidad en el ojo y pérdida de visión. 

 

3.2.3.1. Histología 
 

Histológicamente, el limbo está formado por el epitelio limbar, la membrana basal y el 
estroma limbar (Figura 7). 

Epitelio limbar: se encuentra situado entre el epitelio corneal y el epitelio conjuntival, 
manteniendo características de ambos20. Las células madre del epitelio limbar poseen 
una alta actividad mitótica y están protegidas frente a agresiones externas al localizarse 
en las empalizadas de Vogt21–23. Se diferencia del epitelio corneal por poseer células de 
Langerhans y melanocitos. 
 

Membrana basal: carece de células y está compuesta por fibras de colágeno, 
glicoproteínas y proteoglicanos24. 
 

Figura 6. Localización anatómica del limbo en la superficie ocular. 
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Estroma limbar: posee fibroblastos como componente celular, que interaccionan con 
el epitelio limbar a través de la producción de citoquinas y factores de crecimiento25.  

 

 

Figura 7. Estructura del limbo. Componentes principales de cada capa. 

 

3.2.3.2. Funciones 
 

Entre las funciones del limbo26,27,28 destaca la renovación y reparación del epitelio 
corneal, así como contribuir a la nutrición de la periferia corneal. El limbo es el 
encargado de mantener la presión intraocular, además de actuar como barrera 
impidiendo la conjuntivalización corneal. Destaca también su papel como responsable 
de las reacciones de hipersensibilidad a nivel corneal. 

Un fracaso en las células madre limbares se traduce como un epitelio corneal anormal 
que es reemplazado por un epitelio más opaco al ser invadido por los vasos sanguíneos 
conjuntivales, provocando la pérdida de la visión. El trasplante de tejido limbal sano o 
epitelio limbal cultivado que contiene células madre limbares se ha demostrado en 
numerosos estudios que es capaz de reestablecer el epitelio corneal29,30. 

 

3.2.4. La conjuntiva 
 

La conjuntiva es una membrana delgada, transparente y mucosa que cubre la superficie 
posterior de los párpados y luego se refleja sobre el globo ocular, donde se extiende 
hasta el limbo31. La conjuntiva toma su nombre porque se conjuga con los párpados del 
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globo ocular. Esta unión es indirecta, con la conjuntiva que forma un fondo de saco en 
tres lados del globo y una plica extensible en el cuarto lado. Tal disposición permite que 
el globo y los párpados se muevan independientemente uno del otro32. 

 

3.3. La conjuntiva 
 

La conjuntiva es la membrana mucosa transparente33 que reviste la superficie posterior 
de los párpados (conjuntiva tarsal o palpebral) y que tapiza a su vez la parte anterior del 
globo ocular (conjuntiva bulbar), formando el llamado saco conjuntival (fórnix) (Figura 
8). A pesar de su pequeño tamaño, la conjuntiva juega un papel vital en la visión y en la 
inmunidad, debido a que protege físicamente a las delicadas estructuras del ojo, al 
actuar como una barrera mecánica frente a sustancias extrañas. Además, la conjuntiva 
ayuda a lubricar el globo ocular, produciendo la capa mucosa de la película lagrimal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aunque la conjuntiva constituye un continuo, se divide en 3 secciones con fines 
descriptivos (Figura 9). 

Figura 8. Localización anatómica de la conjuntiva en la superficie ocular. Adaptado de Anatomy of the 
Conjunctiva. Ophthalmology Atlas. 
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Conjuntiva bulbar:  
Es la sección de menor grosor de la conjuntiva. Anatómicamente recubre la parte libre 
del globo ocular y en función de su localización se divide en tres secciones:  

 Sección esclerótica: se localiza delante de los tendones de los cuatro 
músculos rectos. Es delgada y transparente, dejando ver en toda su extensión 
el color blanco de la membrana subyacente. Está unida a la esclerótica por un 
tejido celular laxo, que se confunde insensiblemente con la parte anterior de 
la cápsula de Tenon. 
 

 Sección corneal: la conjuntiva se adhiere íntimamente al contorno de la 
membrana corneal y forma, en la línea de soldadura esclerocorneal, una zona 
circular de estructura particular y de reacción patológica especial, que se 
designa con el nombre de limbo o anillo conjuntival. Pasado el limbo, ya 
encima de la córnea, la conjuntiva pierde su corion, constituyendo la capa 
epitelial anterior de la córnea reforzada con la lámina elástica anterior. 
 

 Sección del ángulo interno: destaca la carúncula lagrimal como pequeña 
eminencia rojiza, que ocupa el espacio que interceptan entre sí las porciones 
lagrimales de los dos párpados. Está constituida por una masa de 10 a 12 
folículos pilosos provistos de glándulas sebáceas, glándulas sebáceas 

Figura 9.  Zonas de la conjuntiva.Adaptado de Anatomy of the Conjunctiva. Ophthalmology Atlas. 



Ana Fernández González 
Desarrollo y optimización de andamiajes tridimensionales para el cultivo 
de células de la conjuntiva 

 III. INTRODUCCIÓN 
 

 

59 
 

independientes y glándulas acinotubulares de Krause (glándulas lagrimales 
accesorias conjuntivales). 

 

Conjuntiva del fondo de saco o fórnix:  
Es la sección que engloba el repliegue formado por la mucosa conjuntival al pasar del 
párpado al globo ocular. Se trata de un fondo de saco irregularmente circular que 
corresponde sucesivamente al surco orbitopalpebral superior, al surco orbitopalpebral 
inferior, a la comisura interna y la comisura externa. 

Conjuntiva palpebral o tarsal:  
Es la sección adherida íntimamente a la cara posterior de los tarsos y, relacionándose 
más allá de estos, con las fibras musculares lisas del músculo de Müller. En el borde libre 
de los párpados se une a la piel, formándose a nivel de su unión una clara línea divisoria, 
la línea gris. Cerca del fondo de saco presenta una serie de pliegues transversales que 
empiezan en el borde orbitario del tarso y limitan surcos dirigidos en igual sentido. 

 

3.3.1. Histología 
 
La conjuntiva está constituida por un tejido epitelial mixto de recubrimiento y secretor 
glandular, que reposa sobre un tejido trofomecánico subyacente, del que está separado 
por una membrana basal (Figura 10). 
 
La conjuntiva se compone de una capa de epitelio no queratinizado estratificado y de 
una capa profunda denominada estroma o lámina propia. 
 
 
Capa epitelial:  
El epitelio conjuntival consta de 2 a 5 estratos celulares. La capa basal está compuesta 
por células cuboideas y en los estratos superiores las células adoptan morfología 
poliédrica.  
 
El estrato superficial está compuesto por células aplanadas hexagonales que presentan 
microvellosidades que van a aumentar la superficie de absorción favoreciendo así el 
anclaje de la película lagrimal. La expresión de glicoproteínas promueve la formación de 
un glicocálix altamente hidrofílico, al cual se adhiere la película lagrimal e impide a su 
vez la adherencia bacteriana. La capa basal epitelial se ancla a su membrana basal y al 
estroma subyacente a través de hemidesmosomas.  
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El epitelio de la conjuntiva tarsal suele tener menos estratos celulares y la morfología 
tiende a ser de aspecto cuboideo, mientras que en los fondos de saco es de aspecto 
columnar. Se ha identificado una población de células madre del epitelio conjuntival, 
que se localizan en mayor cantidad en los fondos de saco. Las mucinas son 
glicoproteínas de alto peso molecular, con una alta proporción de carbohidratos y 
constituyen el principal componente de la capa más interna de la película lagrimal. El 
epitelio conjuntival participa en la síntesis de mucinas. Destaca la mucina secretora 
MUC5AC que es producida por las células caliciformes34,35. 
 
El epitelio conjuntival juega un papel importante para garantizar la claridad óptica de la 
córnea proporcionando lubricación para mantener una superficie lisa de refracción, 
mediante la producción de mucinas que estabilicen la película lagrimal y la protección 
frente a la tensión mecánica y los agentes infecciosos. 
 
Estroma o lámina propia:  
El estroma conjuntival es un tejido conectivo laxo altamente vascularizado donde 
predominan las células inmunitarias: linfocitos, mastocitos, células plasmáticas y 
neutrófilos. Este tejido se divide a su vez en dos capas:  
 

 Capa superficial o linfoide: se adhiere a la membrana basal del epitelio. Está 
formada por mallas conjuntivas y en ella se encuentran gran cantidad de 
linfocitos formando una capa linfoide, que en ausencia de inflamación forman 
pequeños nódulos, pero no folículos.  
 

 Capa profunda o fibrosa: se compone de tejido colágeno y elástico y contiene 
vasos sanguíneos, nervios y algunas glándulas.  

 

El estroma de la conjuntiva bulbar hacia el limbo se funde con la cápsula de Tenon 
(epiesclera); se caracteriza por ser muy laxo facilitando la movilidad del globo ocular.  
Por el contrario, el estroma de la conjuntiva tarsal está firmemente adherido al tarso, 
destacando este segmento por su escasa movilidad. En el estroma de la conjuntiva tarsal 
se ubican las glándulas lagrimales accesorias de Wolfring. La conjuntiva en los fondos 
de saco es redundante, formando varios repliegues denominados criptas de Henle36.  

 
En el fórnix, existe una mayor concentración de glándulas lagrimales accesorias de 
Krause, así como acúmulos linfocitarios y células plasmáticas productoras de 
inmunoglobulina A, que atraviesa el epitelio y se disuelve en la película lagrimal.  
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Figura 10. Estructura histológica de la conjuntiva. Componentes principales de cada capa. 

 
 

3.3.2. Células caliciformes 
 

Las células caliciformes, se encuentran distribuidas en la superficie ocular intercaladas 
entre las células epiteliales, predominando una mayor concentración en la carúncula, 
pliegue semilunar y fondos de saco36. Se estima que las células caliciformes constituyen 
el 5 a 10% de la población epitelial conjuntival. Morfológicamente se caracterizan por 
poseer un citoplasma con abundantes gránulos electrodensos de mucina, un aparato de 
Golgi prominente y un núcleo localizado en el citoplasma basal. Suelen encontrarse en 
la mitad externa del epitelio conjuntival, en ocasiones unidas por una extensión hacia la 
membrana basal, y conectadas mediante desmosomas a las células epiteliales 
adyacentes.  

La secreción mucosa de las células caliciformes facilita la adherencia de la película 
lagrimal al epitelio corneal. La mucina37,38,39 lubrica y protege las células epiteliales, 
reduciendo la tensión superficial de la película lagrimal asegurando su estabilidad y 
favoreciendo la captura y el arrastre de cuerpos extraños y bacterias. La renovación y 
multiplicación del epitelio conjuntival y las células caliciformes depende de la vitamina 
A y los retinoides, en cuya ausencia se producen las formas más graves de ojo seco40–42. 
Se denomina metaplasia escamosa a la transformación del epitelio conjuntival secretor 
en un epitelio queratinizado no secretor, asociado a una disminución significativa de la 
densidad de las células caliciformes. De este modo, la capa mucosa de la película 
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lagrimal disminuye, la película lagrimal se vuelve inestable, y el epitelio conjuntival y 
corneal se lesionan. Los procesos inflamatorios crónicos cicatriciales, como quemaduras 
químicas, síndrome de Sjögren, penfigoide ocular cicatricial y Stevens-Johnson, están 
relacionados con una disminución en la densidad de las células caliciformes. 

 

3.3.3. Glándulas de la conjuntiva 
 
 
Además de las células caliciformes, se distinguen dos tipos distintos de disposiciones 
descritos como formaciones glandulares43. 
 
 Glándulas tubulosas de Henle: localizadas en el fondo de saco de la conjuntiva 

tarsal y formadas por una inflexión del epitelio en el estroma. Carecen de red 
vascular propia. 
 

 Glándulas acinosas de Krause y de Wolfring: son formaciones análogas a las 
glándulas lagrimales, proporcionan el componente acuoso de la película 
lagrimal. Las glándulas de Krause se encuentran a nivel de fórnix superior. Las 
glándulas de Wolfring se localizan a nivel tarsal, sobre las glándulas de 
Meibomio. Las glándulas de Meibomio son glándulas sebáceas localizadas en 
los párpados superior e inferior, encargadas de producir la capa lipídica de la 
película lagrimal previniendo su evaporación. 

 
 

3.3.4. Funciones 
 
Las dos funciones principales de la conjuntiva se describen a continuación: 
 
 Aportar la capa mucosa de la película lagrimal. 

 
La conjuntiva protege a la córnea y por lo tanto el interior del ojo desde el entorno 
externo gracias a las mucinas secretoras, proteínas antibacterianas, electrolitos y agua 
que le permiten formar la capa mucosa interna de la película lagrimal. Sin estas 
secreciones conjuntivales, se podrían desarrollar una variedad de enfermedades por 
deficiencia de mucosa que conducen a graves daños en la córnea afectando a una 
correcta visión. 

 

 

https://es.wikipedia.org/wiki/Gl%C3%A1ndula_seb%C3%A1cea
https://es.wikipedia.org/wiki/P%C3%A1rpado
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 Participar en el sistema de defensa del ojo. 

 
La conjuntiva normal constituye una barrera natural a la invasión por sustancias 
exógenas biológicas o inertes; posee un enorme potencial de respuesta a la infección 
dada su alta vascularización, gran cantidad de células inmunitarias y secreción de 
inmunoglobulinas y enzimas bactericidas.  Su superficie externa está constituida por un 
epitelio estratificado de gran cohesión, situados sobre una lámina linfocitaria, que se 
moviliza rápidamente ante cualquier estímulo antigénico, interviniendo en la síntesis 
local de anticuerpos; siendo capaz de absorber sustancias diluidas en la película lagrimal 
por fagocitosis o por difusión a través de las uniones intercelulares. 
 
 

3.3.5. Patologías asociadas y enfoque terapéutico 
 

Existen numerosas patologías que llevan asociadas la afectación de toda la superficie 
ocular o de un área lo suficientemente extensa. En estos casos, la reconstrucción de la 
conjuntiva constituye una parte esencial en la regeneración de la superficie ocular, 
como ocurre en pacientes con penfigoide ocular cicatricial, síndrome de Stevens-
Johnson, necrolisis epidérmica tóxica, o quemaduras térmicas o químicas. En estas 
situaciones, la superficie conjuntival debe repararse para promover que el fórnix se 
restablezca.  

Penfigoide ocular cicatricial:  
Es una enfermedad sistémica de etiología autoinmune que produce daño conjuntival 
grave44, debido a que se manifiesta inicialmente como una conjuntivitis crónica 
cicatrizante. Posteriormente, se continúa con una vascularización corneal y finalmente 
con el fenómeno de opacificación. 
Aunque es una enfermedad que afecta principalmente a la conjuntiva, con frecuencia 
implica a otras membranas mucosas. Las manifestaciones oculares, durante la fase 
aguda, consisten en una bullosa conjuntival, que conduce rápidamente a lesiones 
ulcerosas. Durante la fase crónica las alteraciones afectan a la estática y la dinámica 
palpebrales, se desarrolla el síndrome de sequedad ocular, así como lesiones 
corneales45. 

El enfoque terapéutico asociado a este tipo de patología cicatricial ocular está basado 
en la terapia inmunomoduladora46,47, que ha proporcionado una vía para la 
preservación de la visión y la prevención de consecuencias potencialmente fatales de la 
penfigoide sistémica48. El tratamiento convencional persigue mejorar tanto la 
inflamación como la cicatrización de la conjuntiva.  
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También se ha utilizado la terapia quirúrgica que incluye el aloinjerto queratolimbal y el 
trasplante de membrana amniótica, para mejorar la rehabilitación visual en los 
pacientes con penfigoide ocular49. 

 

Síndrome de Stevens-Johnson y necrolisis epidérmica tóxica:  
Las complicaciones oculares del síndrome de Stevens-Johnson (SJS), si son 
suficientemente graves, pueden llevar a úlceras corneales recurrentes, leucoma, 
perforación y, finalmente, ceguera. La morbilidad causada por esta enfermedad puede 
deberse a complicaciones corneales agudas, pero usualmente son el resultado de la 
cicatrización corneal, por lo que se producen secuelas crónicas en el 35% de los 
pacientes50,51. 

La necrolisis epidérmica tóxica (NET) es la variante más severa del síndrome de Stevens-
Johnson, constituyen un espectro de la misma enfermedad, compartiendo aspectos 
etiológicos, patogenéticos, histológicos y terapéuticos52. 

Las secuelas oculares más comunes que afectan a la mayoría de los pacientes son: 
ausencia de mucina en las lágrimas, pérdida de pestañas, metaplasia escamosa, 
cicatrices corneales, sinequias palpebrales y conjuntivales, queratitis, fotofobia 
persistente, ardor ocular, simblefaron, triquiasis, opacidad de córnea y ceguera. 

 

Quemaduras térmicas y químicas:  
En función del agente causante pueden ser químicas, de origen ácido o alcalino, o 
térmicas. Su espectro es muy amplio y va desde un daño leve, unilateral del epitelio 
hasta quemaduras bilaterales que amenazan la visión, con destrucción de la superficie 
ocular y daños de las estructuras intraoculares. Las quemaduras severas afectan a las 
células madre del limbo y el ojo seco asociado, provocan defectos epiteliales 
persistentes, así como queratitis infecciosas, lisis estromal y perforación. Las 
quemaduras por álcalis, a menudo tienen pobre pronóstico, ya que la saponificación de 
las membranas celulares desencadena la rápida penetración del álcali a través de la 
córnea y la esclera53,54. 

 

Síndrome de Sjögren:  
Es una enfermedad autoinmune inflamatoria. El sistema de defensa inmunitario ataca 
a las glándulas lagrimales55 y las salivares, los linfocitos invaden las glándulas de 
secreción externa, evitando que funcionen adecuadamente, provocando sequedad en 
los ojos y en la boca.  

https://es.wikipedia.org/wiki/Mucina
https://es.wikipedia.org/wiki/Metaplasia_escamosa
https://es.wikipedia.org/wiki/Sinequia
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La sequedad ocular puede tratarse con lágrimas artificiales y cirugía para cerrar los 
ductos lagrimales. 

 

Cuando la superficie conjuntival presenta alguna afectación, la rápida capacidad de 
diferenciación de las células madre de la conjuntiva promueve su restablecimiento. 
Aunque el daño del epitelio conjuntival sea reparable, la destrucción severa puede ser 
causada por infección bacteriana (tracoma), papiloma viral, trastorno inmunológico 
(síndrome de Stevens-Johnson, penfigoide ocular cicatricial), quemaduras térmicas, 
lesión química, tumor conjuntival y las condiciones post-quirúrgicas, tales como el 
pterigión, síndrome anoftálmico o la presencia de dispositivos de filtrado de glaucoma. 
Esta destrucción severa puede conducir a una disminución en el epitelio conjuntival de 
las células caliciformes secretoras de mucina y, en última instancia, a trastornos de la 
superficie ocular56. En estos casos, sería necesario un injerto de reemplazo conjuntival 
para eliminar o modular temporalmente cada uno de estos trastornos. El uso de células 
epiteliales de la conjuntiva, junto con un sustrato adecuado, puede ayudar en el 
desarrollo del tejido equivalente ideal para promover la regeneración de la conjuntiva32. 

 
3.3.6. Tratamiento 

 

La reconstrucción de la conjuntiva es una parte esencial en la regeneración de la 
superficie ocular, especialmente si un área extensa o toda la superficie ocular se ve 
afectada, como ocurre en pacientes con penfigoide ocular cicatricial, síndrome de 
Stevens-Johnson, necrolisis epidérmica tóxica o quemaduras térmicas químicas. En 
estas situaciones, los métodos de tratamiento convencionales tienen generalmente 
resultados poco satisfactorios y las consecuencias a largo plazo de estos trastornos 
oculares son devastadoras. La ingeniería de tejidos y los avances en la investigación con 
células madre ofrecen nuevas alternativas prometedoras para estos retos. En este 
sentido, en los últimos años han surgido nuevas metodologías para la reconstrucción 
de la superficie conjuntival57.  

 

3.4. Ingeniería de tejidos 
 

La ingeniería de tejidos58 es un nuevo área de la biotecnología que, con sus técnicas 
innovadoras, está haciendo posible fabricar sustitutos tisulares orgánicos a partir de 
pequeños fragmentos de tejidos sanos59, logrando restaurar la funcionalidad parcial o 
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total de tejidos u órganos dañados60,61, como lo ejemplifican los logros alcanzados con 
los cultivos de piel62–73, córnea74-64 o cartílago75–82. 

La mayoría de la información sensorial humana es adquirida a través de la vista. Por esta 
razón, para garantizar una buena visión, es indispensable la integridad de la superficie 
ocular, incluyendo la córnea y la conjuntiva83. Se cree que daños severos en las células 
madre epiteliales de la córnea desencadenan una enfermedad devastadora en la 
superficie ocular84. Por esta razón, muchos investigadores y científicos han tratado de 
reconstruir la superficie ocular mediante enfoques médicos y quirúrgicos29. 

La reconstrucción de la superficie ocular a través de la terapia regenerativa85,86 es un 
campo de la medicina de nuevo desarrollo que promete ser la próxima generación de 
modalidades terapéuticas, basado en el uso de células madre específicas de un tejido 
para generar sustitutos biológicos y mejorar las funciones tisulares. El logro de estos 
objetivos depende de tres factores principales: las células madre, las cuales tienen 
capacidad de proliferación y longevidad; los sustratos que determinan el nicho 
ambiental; y los factores de crecimiento que los apoyan adecuadamente87. 

Para garantizar una función visual normal es esencial la presencia de barreras que 
actúen controlando el medio ambiente de los tejidos oculares en la parte anterior y 
posterior del ojo. Durante los últimos años, mediante ingeniería de tejidos se han 
establecido numerosos modelos de cultivo celular de las barreras oculares (córnea, 
conjuntiva y barrera hemato-retiniana). En el desarrollo de estrategias terapéuticas 
basadas en el suministro ocular de fármacos dirigidos es indispensable poder atravesar 
este tipo de barreras. Estos modelos son considerados herramientas prometedoras para 
estudiar el transporte de drogas en los tejidos oculares y, para muchos otros fines, tales 
como la investigación de las condiciones patológicas oculares, y el cribado toxicológico 
de compuestos como alternativa a las pruebas de toxicidad in vivo. El desarrollo 
adicional de estos modelos in vitro requerirá de investigaciones más detalladas de las 
propiedades de barrera tanto de los modelos de cultivo celular como de las barreras 
oculares in vivo88. 

 

3.4.1. Biomateriales 
 

En el ámbito de la ingeniería de tejidos, los biomateriales han desempeñado un papel 
cada vez más importante, inspirándose en la construcción de matrices extracelulares 
que faciliten el cultivo de células en un ambiente tridimensional. 
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El tipo y el grado de sofisticación de los biomateriales han evolucionado a través de la 
ciencia de los materiales, la biología celular y la matriz extracelular del tejido.  

Sin embargo, el logro de la traslación clínica y el éxito comercial requiere de 
biomateriales regenerativos que no sólo sean eficaces y seguros, sino también rentables 
y compatibles para que la producción sea fácilmente reproducible y favorecer la 
aplicación.  

 

Los requisitos que debe cumplir un biomaterial se detallan a continuación: 

 Biocompatible: debe der aceptado por el organismo receptor, y evitar que el 
individuo desarrolle mecanismos de rechazo. 

 No tóxico, ni carcinógeno. 
 Biodegradable: presentar estabilidad química e ir degradándose durante un 

tiempo programado a productos no tóxicos. 
 Resistente: debe poseer propiedades mecánicas. 
 Diseño, tamaño y forma: deben ser los adecuados. 

 

La clasificación de los biomateriales puede realizarse según el comportamiento cuando 
se implantan o según la naturaleza química que posean89. De este modo, se establecen 
dos grandes grupos: biomateriales sintéticos (metales, cerámicas, polímeros) y 
biomateriales naturales (de origen biológico).  

Los metales han sido ampliamente utilizados en la fabricación de prótesis para 
reemplazar una parte del cuerpo o como implante para estabilizar un tejido lesionado, 
como por ejemplo, el titanio90. Las cerámicas, a pesar de ser mecánicamente débiles, 
son materiales químicamente inertes y no son susceptibles de ataque microbiano, como 
la hidroxiapatita91–94. Una gran variedad de polímeros sintéticos pueden ser utilizados 
como biomateriales, destacan el ácido poliláctico (PLA) y el ácido poliglicólico (PGA)95. 

La utilización de biomateriales naturales representa la mejor alternativa como base para 
el diseño de andamiajes tridimensionales con fines terapéuticos, tanto en ingeniería de 
tejidos como en cirugía reconstructiva. Este tipo de productos se caracteriza por poseer 
propiedades físicas y químicas que se asemejan al tejido nativo. 

El polímero natural más utilizado es el colágeno96–98, componente mayoritario del tejido 
conjuntivo. El colágeno se caracteriza por poseer elevada fuerza tensil99, facilitar la 
formación de agregados, retener el agua y facilitar la formación de geles. Además, 
biológicamente, favorece la adhesión celular, interacciona con plaquetas y produce la 
activación de los componentes del sistema de coagulación sanguínea100.  
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Los derivados sanguíneos101, se presentan como el biomaterial biológico idóneo para 
formar parte de la composición del andamiaje, por su facilidad de obtención y la 
posibilidad de obtener equivalentes autólogos102. La fibrina utilizada como biomaterial 
presenta propiedades similares al colágeno103. 

El éxito de la ingeniería de tejidos implica la combinación de biomateriales con las 
células adecuadas tanto in vitro como in vivo. Existe la posibilidad de utilizar andamiajes 
de origen tisular para promover el crecimiento celular. Este tipo de andamiajes 
biológicos se obtienen aplicando sobre los tejidos una técnica llamada 
descelularización104,105. 

 

3.4.1.1. Fibrina 
 
Los andamiajes de fibrina106 se caracterizan por promover la proliferación y la adhesión 
celular y facilitar la correcta distribución de las células en la estructura 
tridimensional107,108. 

En condiciones fisiológicas, la reparación tisular de un tejido dañado se inicia con la 
formación de una compleja red proteica a base de fibrina en la zona afectada. 

En cuanto a su composición, los polímeros de fibrina consisten en un entramado de 
moléculas de fibrina entrecruzadas, que se originan mediante un mecanismo de 
coagulación a partir de monómeros de fibrinógeno.  

El fibrinógeno es un precursor de la fibrina, que posee como estructura un dímero de 
tetrámeros (Aα,Bβ,γ)2, constituido por dos cadenas Aα, Bβ y γ unidas por puentes 
disulfuro109. Es una glicoproteína de gran tamaño (340 kD) y estructura alargada (45 nm 
de longitud y 9 nm de diámetro). Está dividida en tres secciones: el nódulo central 
(dominio E) formado por 6 extremos aminoterminal de las cadenas proteicas unidos por 
puentes disulfuro, mientras que los nódulos externos D están formados por los 
extremos carboxi-terminal (Figura 11). 
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Figura 11. Estructura de la molécula de fibrinógeno. Cada cadena polipeptídica se representa de un color. 
Tomado de Acta Bioquím Clín Latinoam 2007; 41 (1): 7-19110. 

 

Las tres cadenas polipeptídicas se pliegan a través de los segmentos centrales formando 
una tripe α-hélice, que proporciona flexibilidad y estabilidad mecánica a la molécula111. 
El extremo carboxi-terminal de la cadena Aα, es una brazo flexible que puede variar su 
posición y conectarse con otras moléculas de fibrinógeno112. 

En la molécula de fibrinógeno hay sitios constitutivos con funciones definidas (Figura 
12). En el proceso de ensamblaje de la fibrina participan los dominios D. Los sitios DD 
contribuyen a alinear perfectamente los monómeros de fibrina, mientras que los sitios 
DA y DB son los huecos donde se insertan las cadenas A y B de monómeros vecinos, 
respectivamente. El sitio γXL también interviene en el ensamblaje de la fibrina y al mismo 
tiempo ubica a las moléculas en la posición exacta para que el Factor XIII activado (F 
XIIIa) catalice la transglutaminación113. 

 

 

Figura 12. Sitios del fibrinógeno que intervienen en el proceso de ensamblaje de la fibrina. Tomado de 
Biochemistry 1996; 35: 10448-53.113. 
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Existen sitios de unión a proteínas del sistema de coagulación (Figura 13). En el dominio 
E, la trombina se une al fibrinógeno a través del sitio sustrato y de un no sustrato de 
baja afinidad, es decir, donde la trombina no puede ejercer su actividad biológica. 
Además, en el extremo C-terminal de la cadena γ´ el fibrinógeno posee otro sitio de alta 
afinidad para trombina y un sitio de unión a la subunidad B del F XIII114. 

 

Figura 13. Sitios de unión a proteínas de los sistemas de coagulación y fibrinolíticos. Tomado de J Thromb 
Haemost 2005; 3 (8): 1894-904109. 

 

La formación de la red de fibrina es el proceso por el cual el fibrinógeno soluble es 
convertido en fibrina insoluble por acción de la trombina y del Factor XIIIa (Figura 14). 
El proceso está compuesto por tres etapas principales115,116:  

 

1. Proteólisis del fibrinógeno por acción de la trombina: la trombina corta cuatro 
enlaces arginina-glicina específicos de los extremos aminoterminales de las 
cadenas Aa y Bb de la molécula de fibrinógeno, liberando los fibrinopéptidos A 
y B. 

2. Polimerización de los monómeros de fibrina: los monómeros de fibrina se 
ubican por su densidad de carga, permitiendo que los nuevos sitios A y B 
interactúen respectivamente con los sitios complementarios DA y DB de 
monómeros vecinos, para formar una doble cadena compuesta de monómeros 
alineados. 

3. Estabilización de la fibrina por el Factor XIIIa: la fibrina soluble se entrecruza por 
acción del Factor XIIIa, formando el coágulo. El Factor XIII plasmático es activado 
fisiológicamente por trombina a Factor XIIIa, en una reacción dependiente de 
iones calcio. 
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Figura 14. Formación de la red de fibrina. 1) Proteólisis del fibrinógeno en fibrinopéptido A y B por acción de 
trombina.  2) Polimerización de los monómeros de fibrina. 3) Estabilización de la fibrina por el Factor XIIIa. 

 

Durante más de 30 años, diversos biomateriales a base de fibrina, se han utilizado como 
hemostático quirúrgico y agentes de sellado; lo que demuestra sus beneficios en 
prácticamente todos los campos de la cirugía, incluyendo la cirugía plástica 
reconstructiva y el tratamiento de heridas102,117.  

De manera aislada o en combinación con otros materiales, la fibrina ha sido utilizada 
como andamiaje biológico para la curación de las úlceras recalcitrantes y quemaduras, 
y la estimulación de la regeneración de tejido óseo en odontología, implantología y 
cirugía maxilofacial y plástica.  

La fibrina también se ha utilizado de manera eficiente en el desarrollo de sustitutos de 
tejidos oculares estables118,119. Para la regeneración de la superficie ocular se ha 
diseñado un tejido que consiste en células madre epiteliales corneales humanas 
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inmersas en un gel de fibrina autólogo para trasplante120, lo que representa una mejora 
potencial en los intentos actuales para crear un reemplazo de tejido flexible y estable. 
Además, se ha creado un sustitutivo de córnea de conejo completo utilizando un 
andamiaje de fibrina-agarosa. Sus resultados sugieren que es posible desarrollar un 
modelo de córnea de conejo de espesor total en el laboratorio mediante el cultivo de 
tres tipos de células de la córnea en diferentes posiciones74.  

Cuando la fibrina se utiliza como sellador o adhesivo, se necesita una alta resistencia a 
la tracción y que la fuerza de adhesión y sus propiedades mecánicas requieran una alta 
concentración de fibrinógeno121. A medida que aumenta la concentración de 
fibrinógeno, la fibrina se hace más compacta, rígida y menos permeable110. Una 
estructura tridimensional ideal para el cultivo celular requiere bajas concentraciones de 
fibrinógeno con el fin de contribuir a mejorar la proliferación celular. De acuerdo con 
ello, la concentración óptima de fibrinógeno en un andamiaje de fibrina sería de 
aproximadamente entre 3-5 mg / ml122,123,124. 

La fibrina se puede obtener de plasma fresco y de crioprecipitado de plasma 
fresco102,125,126. 

El crioprecipitado es un hemoderivado rico en fibrinógeno, factor Von Willebrand (vW), 
factor VIII, factor XIII (estabilizante de la fibrina) y fibronectina. Recibe este nombre 
porque es la fracción del plasma que permanece insoluble cuando se descongela a baja 
temperatura. El crioprecipitado se introdujo como alternativa terapéutica en 1960, 
inicialmente se empleó en el tratamiento de la hemofilia A y de la enfermedad de von 
Willebrand y, más adelante, en la hipofibrinogenemia y en la coagulopatía de la 
uremia127,128.  

El crioprecipitado permite obtener una mayor concentración de fibrinógeno en el 
andamiaje, utilizando una menor cantidad de biomaterial. En ingeniería de tejidos, la 
concentración de fibrinógeno de los andamiajes afecta a la proliferación celular y a la 
síntesis de colágeno129. 

 

3.4.1.2. Descelularización 
 

Dentro del campo de la ingeniería tisular, la descelularización es una disciplina que 
permite eliminar el componente celular del tejido, preservando su estructura 
tridimensional130. 

A través de esta técnica se consigue eliminar el potencial componente inmunogénico 
asociado tanto al material génico como citoplasmático de las células, minimizando el 
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daño en la estructura proteica extracelular. De este modo, se obtienen matrices 
acelulares muy similares a las nativas sobre las cuales se puede introducir un 
componente celular autólogo. A su vez, existen diversas técnicas de descelularización, 
pero la técnica más ampliamente utilizada se basa en la adicción de detergentes iónicos 
y aniónicos como desestabilizantes de las membranas celulares en las soluciones de 
descelularización131. 

Con el proceso de descelularización se persigue preservar la compleja composición y la 
ultraestructura tridimensional de la matriz extracelular del tejido, pero en función del 
método de descelularización se puede dañar la estructura alterándose la composición. 
Existen métodos físicos, agentes químicos y agentes biológicos que se pueden 
combinar para favorecer la lisis de las células. Y se realizan lavados para la eliminación 
de los restos celulares.  

Para definir la metodología del proceso de descelularización hay que tener en cuenta 
factores tales como la densidad del tejido y la organización, así como las propiedades 
geométricas y biológicas deseadas en el producto final y la futura aplicación clínica 
específica132,133. 

 

3.4.1.2.1. Protocolos de descelularización 
 

Los métodos de descelularización se pueden clasificar según el agente descelularizante 
aplicado134: 

 Métodos físicos. Se persigue la ruptura de la membrana celular, pero puede 
generar un daño directo e irreversible sobre la matriz. 
La ruptura celular directa se genera mediante ciclos de congelación-
descongelación o congelación rápida, aplicación de fuerza mecánica, 
ultrasonidos aplicados por sonicación, alta presión y eliminación de oxígeno o 
generación de anaerobiosis. 
 

 Métodos químicos. Se solubiliza la membrana plasmática de las células para 
inducir la lisis celular a través de la acción de detergentes (iónicos, no iónicos o 
zwitteriónicos), alcoholes, soluciones hipotónicas e hipertónicas (generan 
choques osmóticos) y ácidos o bases. Son muy efectivos porque rompen las 
interacciones lipídicas, sin embargo, también eliminan componentes de la 
matriz como los glicosaminoglicanos (GAG) o los factores de crecimiento. 
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 Métodos biológicos. Se pretenden eliminar las interacciones célula-matriz con 
enzimas como colagenasa, tripsina, dispasa, lipasa o termolisina. El problema es 
que su acción prolongada disgrega las proteínas de la matriz extracelular. 
 
 

3.4.1.2.2. Descelularización de la superficie ocular 
 

Un análisis bibliográfico realizado sobre la aplicación de la técnica de descelularización 
en los tejidos de la superficie ocular de diferentes especies, reflejó que 
mayoritariamente se ha aplicado en tejidos de origen porcino y fundamentalmente en 
la córnea135–142, destacando el detergente iónico dodecilsulfato sódico (Sodium Dodecyl 
Sulfate, SDS) como agente descelularizante (Tabla 2). 

Por lo tanto, el protocolo de descelularización idóneo, debería constar de 4 fases para 
asegurar la eficiencia del mismo (Figura 15). 

En una primera fase se inicia la lisis de la membrana plasmática con el contacto directo 
con un agente descelularizante. 

La segunda fase se caracteriza por la aplicación de nuevo de un agente descelularizante 
(sea el mismo o no que en el utilizado en la primera etapa) que va a permitir la 
solubilización de los restos celulares presentes en la matriz extracelular. 

En una tercera fase, se incluye un tratamiento enzimático con el propósito de eliminar 
los ácidos nucleicos existentes en el tejido. 

Para finalizar el proceso, se realizan lavados con soluciones isotónicas, que permitan 
eliminar los restos remanentes del agente descelularizante utilizado. De este modo, se 
evita que permanezcan residuos tóxicos que puedan limitar la recelularización del tejido 
acelular obtenido. 
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Tabla 2. Relación de tejidos descelularizados según el agente descelularizante, clasificados por especie. 

ESPECIE TEJIDO AGENTE 
DESCELULARIZANTE REFERENCIAS 

Cerdo 

Córnea Fosfolipasa A2 (PLA2) 140,141 

Córnea SDS 1% 
143 

Córnea SDS 0,5% 
137 

Córnea SDS 0,1% 
144 

Córnea  Nitrógeno líquido 145 

Córnea NaCl 1,5M + Tris-EDTA 
(0,05%-0,02%) 

145 

Córnea Glicerol 98% + Tris-EDTA 
(0,05%-0,02%) 

145 

Córnea Tris (0,25%) + SDS 0,1% 145 

Córnea NaOH 0,1M + DNAse-
RNAse (40 U/ml) 

145 

Córnea 

Tris-HCl (1mM) + Triton 
X100 (1%) + Tripsina-
EDTA (0,25%) + DNAse-
RNAse 

146,147 

Córnea Tripsina + DNAse-RNAse 148 
Córnea Triton X100 143,149,150 

Córnea Nitrógeno gaseoso 151 

Córnea 

Tripsina (2,5%) + 
Nitrógeno líquido + 
NaOH (0,1M) + DNAse-
RNAse 

152 

Córnea 
Presión hidrostática 
ultraalta + DNAse + 
Dextrano (3,5%) 

143 

Córnea Suero humano 100% 153,154 

Córnea NaCl 1,5M 144 

Limbo Fosfolipasa A2 (PLA2, 
200 U/ml) + 0,5% SD  

142 

Conjuntiva SDS 0,1%  155 

Conejo Córnea Tritón X100 + Tripsina 156 

Córnea NaCl + SDS + Tripsina 156 

Vaca 

Córnea Tripsina 0,25% 157 
Córnea SDS 1% + Etanol 75% 158 

Córnea Ácido peracético (0,1%) 
+ Etanol (4-20%) 

158 

Córnea  Etanol 75% + Tripsina-
EDTA 

158 
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Figura 15. Fases de un protocolo de descelularización estándar. La representación gráfica refleja cómo,  a 
medida que se avanza por las distintas fases de un protocolo de descelularización, se va eliminando el 
componente celular del tejido y se mantienen las fibras de la matriz extracelular. 
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4.1. JUSTIFICACIÓN 

Las alteraciones de la superficie ocular son uno de los motivos más frecuentes de 
consulta al oftalmólogo. La interdependencia de las estructuras que componen la 
superficie ocular y su influencia sobre el epitelio corneal hace que sea necesaria su 
correcta integridad para garantizar la salud del ojo. De los tejidos que componen la 
superficie ocular, destaca la conjuntiva, porque de su integridad va a depender el 
correcto funcionamiento de la córnea.  

El abanico de patologías que afectan a la superficie ocular es muy extenso y con un 
amplio grado de presentación. La reparación de estas patologías ha supuesto un gran 
desafío y ha generado una variedad sustancial de técnicas médicas y procedimientos 
quirúrgicos de reparación, que han tenido un éxito limitado.   

Por todo ello, desde hace unos años, han surgido nuevas técnicas de reparación basadas 
en la ingeniería de tejidos: disciplina que persigue la construcción in vitro de un 
sustitutivo tisular para su uso en clínica humana, mediante el uso combinado de 
poblaciones celulares y matrices tridimensionales. 

Actualmente, se están desarrollando modelos in vitro de conjuntiva humana, con la 
limitación que supone el uso de tejidos humanos como origen celular debido a su escasa 
disposición y a los problemas éticos derivados. Por esta razón, el cerdo es el animal más 
utilizado como modelo animal en estudios relacionados con la reparación de estructuras 
de la superficie ocular, debido a su gran similitud con el ser humano. 

En este contexto, esta tesis doctoral pretende desarrollar un modelo in vitro de 
conjuntiva porcina basado en el establecimiento de un protocolo completo y 
optimizado para expandir células estromales y células epiteliales de la conjuntiva 
porcina de manera tridimensional. El desarrollo de un modelo experimental porcino 
permitiría demostrar la eficacia en el tratamiento de lesiones que afecten a la 
conjuntiva.  

Por último, la expansión in vitro de las células epiteliales conjuntivales de origen 
porcino, haría posible el desarrollo de un modelo in vitro de inflamación mediante la 
inducción de estímulos inflamatorios a través de citoquinas. 
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4.2. HIPÓTESIS 
 

Es posible desarrollar y optimizar un andamiaje tridimensional que permita el cultivo in 
vitro de los componentes celulares de la conjuntiva manteniendo su fenotipo y 
funcionalidad.  

 

4.3. OBJETIVOS GENERALES Y ESPECÍFICOS 
 

Objetivo general: 

Integración de diferentes biomateriales de origen biológico y células conjuntivales para 
el desarrollo de una nueva generación de andamiajes tridimensionales biomiméticos de 
aplicación en el campo de la medicina regenerativa a nivel ocular. 

Objetivo 1 (O.E.1): Aislamiento y caracterización de las células de la conjuntiva 
porcina. 

Desarrollo y optimización de un protocolo de digestión para la obtención y expansión in 
vitro de los componentes celulares de la conjuntiva. Estudio comparativo entre 
diferentes zonas de aislamiento de la conjuntiva. 

Objetivo 2  (O.E.2): Diseño de la primera generación de andamiajes de fibrina. 

Estandarización del hidrogel de fibrina, a partir de plasma fresco y crioprecipitado de 
plasma fresco; formulación de diferentes andamiajes tridimensionales y evaluación del 
comportamiento de las células conjuntivales en su interior. 

Objetivo 3 (O.E.3): Descelularización de la conjuntiva. Diseño de la segunda y tercera 
generación de andamiajes. 

Construcción de dos modelos conjuntivales in vitro empleando conjuntiva 
descelularizada (segunda generación de andamiajes) o fibras de conjuntiva 
descelularizada en combinación con hidrogel de fibrina (tercera generación). Análisis 
del comportamiento celular en los andamiajes y estudio biomecánico de los mismos. 
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El material empleado para el desarrollo del presente estudio está detallado en el Anexo 
I, mientras que los protocolos empleados aparecen descritos en el Anexo II. 

El primer capítulo de este trabajo está basado en la puesta a punto de técnicas de 
aislamiento que permitan el cultivo celular, de manera independiente, de los dos 
componentes celulares de la conjuntiva: células epiteliales y células estromales. 

En un primer paso, se procedió a la elección de un protocolo de aislamiento que 
asegurase la obtención de ambas poblaciones celulares combinando técnicas de 
digestión enzimática y analizando el rendimiento celular y la expresión proteica (Figura 
16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Una vez establecido el protocolo, se determinó la zona de la conjuntiva óptima para el 
aislamiento de las células de naturaleza conjuntival mediante el análisis del rendimiento 
celular, la observación de la morfología celular, la determinación de la proliferación 
celular y el análisis de la síntesis de mucopolisacáridos neutros (Figura 17).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Protocolo de aislamiento. Obtención de los componentes celulares de la conjuntiva; análisis del 
rendimiento celular y la expresión proteica. 
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Figura 17. Zona de obtención. Aislamiento de los componentes celulares a partir de 
diferentes zonas de la conjuntiva. Análisis del rendimiento celular, de la morfología 
celular, del patrón de proliferación y la síntesis de mucopolisacáridos neutros. 
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V- CAPÍTULO 1. MATERIAL Y MÉTODO 
 

5.1. Obtención y procesamiento de los globos oculares 
 

Para la realización de este estudio se procesaron 30 globos oculares con los párpados 
incluidos. Las muestras se obtuvieron en el Matadero García Carpintero de Pola de 
Gordón (León) en cerdos de raza híbrida-blanca, hembras, de 12 meses de edad y un 
peso aproximado de 200 kg. Los globos oculares completos se introdujeron en una 
solución de esterilización en suero fisiológico estéril suplementado con un cóctel de 
antibióticos compuesto por tobramicina (50 mg/ml), sulfametoxazol-trimetoprima (160 
mg/ml), vancomicina (50 mg/ml), anfotericina B (10 mg/ml) y colistimetato de sodio (8 
mg/ml). Las muestras permanecieron 4 horas en esta solución de transporte hasta su 
procesamiento en el laboratorio de cultivos celulares en campana de flujo laminar 
vertical (modelo V-100 Telstar). 

El procedimiento de extracción del tejido conjuntival se realizó bajo condiciones de 
asepsia. Los globos oculares se recuperaron del recipiente de transporte utilizando unas 
pinzas estériles y se depositaron sobre una placa de petri de 90 mm de diámetro 
recubierta con una compresa de algodón, de manera que la superficie ocular quedó 
expuesta hacia arriba (Figura 18-A). 

Previo a la extracción del tejido conjuntival, se llevó a cabo una inspección macroscópica 
del globo ocular completo, para poder detectar posibles lesiones y/o anormalidades en 
la superficie ocular que pudieran alterar los resultados obtenidos en el estudio. 

Una vez aceptado el globo ocular para el estudio, en primer lugar, se realizó una limpieza 
de los restos hemáticos presentes con una gasa estéril. Posteriormente, se introdujo 
verticalmente un bisturí sacabocados (punch) de 4 mm de diámetro en la zona bulbar 
de la conjuntiva con un movimiento de rotación cortando de este modo la zona 
seleccionada. La biopsia cortada se recuperó con ayuda de unas pinzas y una tijera 
estériles. Se obtuvieron tres muestras de cada ojo (Figura 18-B,C). 

Cada biopsia se colocó sobre una placa de petri de 35 mm de diámetro, previamente 
pesada, para poder determinar su peso exacto utilizando una báscula de precisión 
(ABZ100C, PCE). 
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Con el fin de evitar contaminaciones, las biopsias de conjuntiva obtenidas se sometieron 
de nuevo a un protocolo de esterilización en placa de poliestireno de 24 pocillos (Figura 
19) basado en la incubación secuencial en diferentes soluciones como se detalla en la 
Tabla 3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Proceso de esterilización en placa de 24 pocillos. El volumen de cada solución fue 1 ml, y el tiempo 
de acción varió en función de la solución de esterilización. 

B 

C 

A 

Figura 18. Procesamiento de globos oculares. (A) Globo ocular con párpado. (B) Corte de la zona bulbar 
de la conjuntiva con punch. (C) Aspecto de una de las biopsias extraídas. 
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Tabla 3. Protocolo de esterilización. Composición de las soluciones de esterilización y su correspondiente 
tiempo de acción. 

 

 

5.2. Técnicas de cultivo celular 
 

Se trabajó siempre en campana de flujo laminar vertical y bajo condiciones de asepsia 
utilizando material estéril evitando contaminaciones. Para el establecimiento y el 
desarrollo de los cultivos celulares fue necesario optimizar un protocolo de aislamiento 
que permitiera la obtención de los dos componentes celulares que forman parte de la 
conjuntiva. Utilizando técnicas de digestión, el protocolo se basó en la acción secuencial 
de dos enzimas: colagenasa I, cuya acción proteolítica sobre la matriz del estroma 
conjuntival permitió el aislamiento de las células estromales, y tripsina combinada con 
el ácido etilendiaminotetraácido (EDTA) con intención de aislar las células que forman 
parte del epitelio conjuntival. 

 

5.2.1. Técnicas de digestión: protocolo de aislamiento 
 

Para la definición del protocolo de aislamiento se necesitaron 45 biopsias de conjuntiva 
bulbar extraídas de 15 globos oculares completos. Se emplearon 3 biopsias de cada 
muestra para probar la acción de tres concentraciones de enzima colagenasa I: 1 mg/ml, 
2 mg/ml y 3 mg/ml. Cada biopsia se depositó en un pocillo de una placa de poliestireno 
de 24 pocillos sobre la cual se añadió 1 ml de solución de colagenasa I a testar. Se 
mantuvieron en un incubador (Forma 311, Thermo Fisher Scientific) en condiciones de 

PROTOCOLO DE ESTERILIZACIÓN 

COMPOSICIÓN DE LA SOLUCIÓN TIEMPO DE ACCIÓN 

10% P/S en DMEM  5 minutos 

50% Etanol en agua miliQ 30 segundos 

10% P/S en DMEM 5 minutos 

50% P/S en DMEM 90 minutos 

10% P/S en DMEM 5 minutos 

50% Etanol en agua miliQ 30 segundos 

10% P/S en DMEM 5 minutos 

P/S: Penicillin/Streptomycin. DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's medium 
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cultivo estándar: una temperatura de 37ºC en una atmósfera al 5 % de CO2 y 95 % de 
humedad relativa, durante 24 horas. 

El volumen de la solución de digestión, se recuperó en un tubo de polipropileno de 15 
ml y se centrifugó durante 10 minutos (centrífuga modelo 5804, Eppendorf) a 1.400 rpm 
(353 g) y temperatura ambiente. El sobrenadante se eliminó mediante vacío y el pellet 
resultante se resuspendió en un volumen conocido de medio de cultivo para células 
estromales/fibroblastos (MCF) previamente filtrado utilizando un filtro de vacío, cuya 
composición se describe en la Tabla 4 (Figura 20). 

 

Tabla 4. Composición del medio de cultivo de células estromales/fibroblastos (MCF). 

 
 

El tejido restante que permaneció sin digerir por acción de la colagenasa I, se recuperó 
con unas pinzas estériles y se depositó en un pocillo de una placa de poliestireno de 24 
pocillos y sobre dicho tejido se añadió 1 ml de solución de tripsina al 0,25% y EDTA al 
0,02% (T/E). Las muestras se mantuvieron en condiciones de cultivo estándar durante 
180 minutos cuando la incubación previa había sido con la solución 1 mg/ml de 
colagenasa I, durante 120 minutos cuando la incubación previa había sido con la 
solución 2 mg/ml de colagenasa I y durante 60 minutos cuando la incubación previa 
había sido con la solución 3 mg/ml de colagenasa I. La solución obtenida se centrifugó 
a 1.400 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente; el sobrenadante se aspiró y 
el pellet se resuspendió en un volumen conocido de medio de cultivo para células 
epiteliales (MCE) previamente filtrado, cuya composición se describe en la Tabla 5 
(Figura 20). 

 

 

MEDIO DE CULTIVO CÉLULAS ESTROMALES/FIBROBLASTOS (MCF) 

COMPONENTE CONCENTRACIÓN 

DMEM Hasta completar el volumen final 

Suero fetal bovino 10 % 

Penicilina 100 UI/ml 

Estreptomicina 100 µg/ml 

L-Glutamina 2 mM 
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Tabla 5. Composición del medio de cultivo de células epiteliales (MCE). 

MEDIO DE CULTIVO CÉLULAS EPITELIALES (MCE) 

COMPONENTE CONCENTRACIÓN 

DMEM/Ham´s F12 1:1 

Suero fetal bovino  10 % 

Penicilina 100 UI/ml 

Estreptomicina 100 µg/ml 

L-Glutamina 2 mM 

Insulina 5 µg/ml 

Toxina colérica 100 ng/ml 

EGF 10 ng/ml 

Figura 20. Diagrama del protocolo de aislamiento para la obtención de los componentes celulares de la 
conjuntiva. Para la obtención de las células estromales se analizó el efecto de la enzima colagenasa I a tres 
concentraciones diferentes: 1 mg/ml, 2 mg/ml y 3 mg/ml en DMEM durante 24 horas. Los restos tisulares no 
digeridos se incubaron con una solución T/E 0,25/0,02 para la obtención de las células epiteliales. En función 
de la concentración previa de enzima colagenasa I, el tiempo de incubación varió, siendo 180 minutos, 120 
minutos y 60 minutos, para 1 mg/ml, 2 mg/ml y 3 mg/ml, respectivamente. 
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5.2.2. Cuantificación celular y porcentaje de viabilidad 
 

La cuantificación de las suspensiones celulares obtenidas después del protocolo de 
digestión, se realizó utilizando un hemocitómetro (cámara de Neubauer) y aplicando el 
método azul tripán (Figura 21-A,B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

De los pellets de células resuspendidos en un volumen de medio de cultivo conocido, se 
tomó una alícuota de 10 µl en un microtubo eppendorf de 0,5 ml. A continuación, se 
añadió un volumen conocido de azul tripán y se homogeneizó bien la suspensión. Se 
colocó el cubreobjetos sobre la cámara de Neubauer y se cargó 10 µl en la parte superior 
y 10 µl en la parte inferior.  

La observación de la cámara se realizó bajo microscopio óptico invertido (Leica DMIL) a 
10 aumentos. Para cada muestra se contaron los 8 campos de la cámara, obviando las 
células que se encontraban en los bordes internos de cada cuadrante.  

Se utilizó el método Azul Tripán para la diferenciación de células vivas y muertas. Se 
trata de un colorante que no penetra en las células viables que, al tener su membrana 
intacta, se ven como refringentes y las células muertas se observan de color azul porque 
el colorante entra a través de su membrana dañada. 

El número total de células viables existentes en la suspensión celular original fue 
determinado usando la siguiente formula: 

 

 

 

 

A 

Figura 21. Cuantificación celular. (A) Cámara de Neubauer. Portaobjetos con depresión en el centro, en 
el fondo se ha marcado con un diamante una cuadrícula de 3x3 mm. (B) Esquema de la cuadrícula. El 
área sombreada “L” corresponde a 1 mm2, el volumen comprendido entre la superficie L y el cubreobjetos 
0.1 mm3, es decir, 0.1 µL. 

A B 
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N = n/8 x FD x Volumen de resuspensión x 104 

N = Número de células totales 
n = Número de células contadas en toda la cámara 
8 = Número de cuadrantes  
FD = Factor de dilución (número de veces que la muestra es diluida en el azul tripán) 
Volumen de resuspensión = Volumen total en el cual el pellet es resuspendido 
104 = Factor de corrección, cálculo en ml, el volumen de muestra es 0,1 µl 
 
 

Se determinó el porcentaje de viabilidad celular utilizando la misma preparación 
utilizada para el recuento celular, aplicando la siguiente fórmula: 

 

% Viabilidad Celular = [Nº Células vivas / (Nº células vivas + Nº células muertas)] x 100 

 

5.2.3. Análisis del rendimiento celular  
 

A partir del recuento de las suspensiones celulares se obtuvieron los valores de 
rendimiento celular (células obtenidas/mg de tejido digerido) para cada uno de los tipos 
celulares en los cultivos primarios (0P): células estromales (n=45) y células epiteliales 
(n=45). 

 

5.2.4. Establecimiento de cultivos primarios 
 

Para el establecimiento de los cultivos primarios (P0), las poblaciones celulares 
obtenidas se sembraron en recipientes plásticos de poliestireno de 1,9 cm2 a una 
densidad inicial de 1x104 células/cm2. 

Todos los cultivos se mantuvieron en condiciones de cultivo estándar. El medio de 
cultivo se reemplazó cada 48-72 horas hasta que las células alcanzaron el estado de 
preconfluencia. 
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5.2.5. Realización de subcultivos 
 

Cuando los cultivos primarios (P0) alcanzaron un estado de preconfluencia ocupando el 
80-90% de la superficie de cultivo, se procedió a la recuperación de las células para 
subcultivarlas. 

Las células se incubaron con una solución de T/E (0,25/0,02) a 37°C durante 5-10 
minutos, provocando la individualización de las células al romperse las uniones celulares 
de éstas con el soporte plástico y las uniones establecidas entre ellas mismas. 

Posteriormente, se neutralizó la acción de la enzima mediante la adición del medio de 
cultivo correspondiente en proporción 1:1, se recuperó la solución y se centrifugó a 
1.400 rpm (353 g) durante 10 minutos. Se eliminó el sobrenadante y el pellet se 
resuspendió en el medio de cultivo específico dependiendo del tipo celular y se procedió 
a la cuantificación celular mediante el método azul tripán. Las células obtenidas se 
sembraron a una densidad celular de 1x104 células/cm2 sobre superficies plásticas de 
poliestireno estableciendo los cultivos secundarios (P1). Cuando estas células 
alcanzaron el estado de preconfluencia se sometieron al mismo procedimiento de 
incubación con la solución T/E, estableciéndose el cultivo P2 y así sucesivamente, hasta 
alcanzar el pase 15 (P15). 

 

5.2.6.  Análisis de la expresión proteica por inmunofluorescencia 
 

Mediante técnicas de inmunofluorescencia se determinó cualitativamente el fenotipo 
característico de las células estromales (n=5) y de las células epiteliales (n=5) de la 
conjuntiva bulbar.  

Ambos tipos celulares en P1, P4 y P14 se sembraron en cámaras de cultivo de 8 pocillos 
a una densidad de 1x104 células/cm2 y se mantuvieron en condiciones específicas de 
cultivo hasta que alcanzaron el estado de preconfluencia. 

Posteriormente, el medio de cultivo se retiró, se realizaron dos lavados con tampón 
fosfato salino (Phosphate Buffered Saline, PBS) y las células se fijaron utilizando metanol 
frío durante 10 minutos a -20ºC. Finalmente, la solución de fijación se aspiró y se 
dejaron evaporar los restos persistentes a temperatura ambiente. Se garantizó la 
perfecta preservación de las muestras sellándolas con parafilm y se guardaron a -20°C 
hasta su análisis. En función del antígeno a detectar, se aplicó el protocolo de 
inmunofluorescencia indicado por la casa comercial. 
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5.2.6.1. Inmunofluorescencia indirecta 
 

La técnica de inmunofluorescencia indirecta se utilizó para la detección de los antígenos 
intranucleares: vimentina, citoqueratina-7 (Ck 7), e-cadherina y MUC5AC. Y para el 
antígeno de superficie CD90 (Tabla 6). 

Las muestras se descongelaron y se colocaron en una cámara húmeda donde se 
desarrolló todo el proceso Anexo II – Protocolo I (Figura 22). 

Las muestras se visualizaron en un microscopio de epifluorescencia (Leica DMI 6000B). 
Las imágenes se hicieron con el objetivo de 20X aumentos.  

 

 

Figura 22. Técnica de inmunofluorescencia indirecta. (A) Inicialmente se realiza una permeabilización de la 
muestra para dejar accesible el interior celular para la unión de los anticuerpos, cuando los antígenos están 
en el interior. (B) Etapa de bloqueo, para impedir que los anticuerpos reaccionen con zonas no específicas. 
(C) Detección del antígeno al incubar con el anticuerpo primario. (D) Reconocimiento del anticuerpo primario 
por el anticuerpo secundario conjugado a un fluoróforo que emite fluorescencia a una longitud de onda 
determinada. 
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5.2.6.2. Inmunofluorescencia directa: lectina HPA 
 

Las lectinas son un grupo de proteínas vegetales que presentan especificidad de 
reconocimiento de glicoconjugados. La lectina Helix pomatia (HPA) presenta 
especificidad por la N-acetilgalactosamina y la galactosa (Tabla 6). Las muestras se 
descongelaron y se colocaron en la cámara húmeda para realizar la tinción específica 
(Anexo II – Protocolo II) (Figura 23).  

 

 

 

 

 

 

 

Las muestras se visualizaron en un microscopio de epifluorescencia (Leica DMI 6000B). 
Las imágenes se hicieron con el objetivo de 20X aumentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Técnica de inmunofluorescescia directa para la detección de carbohidratos. La lectina HPA 
conjugada con el fluoróforo reconoce directamente la N-acetilgalactosamina y la galactosa. 
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Tabla 6. Marcadores específicos para células estromales, células epiteliales y células caliciformes. 
Composición de la solución de bloqueo, dilución de anticuerpo 1º,  anticuerpo 2º y Hoescht (contraste de 
núcleos). 

 PROTEÍNA BLOQUEO Ac 1º Ac 2º Hoescht 

M
ar

ca
do

re
s d

e 
cé

lu
la

s e
st

ro
m

al
es

 

 
CD90 

PBS + 5% 
suero de 

burro 

Dilución 
1:40 

PBS + 5% suero 
de burro 

Dilución 
1:200 

 

1:1000 en 
PBS 

 
Vimentina 

PBS + 5% 
suero de 

burro 

Dilución 
1:500 

PBS + 5% suero 
de burro 

Dilución 
1:150 

 

1:1000 en 
PBS 

M
ar

ca
do

re
s d

e 
cé

lu
la

s 
ep

ite
lia

le
s 

CK7 
PBS + 5% 
suero de 

burro 

Dilución 
1:100 

PBS + 5% suero 
de burro 

Dilución 
1:300 

 

1:1000 en 
PBS 

E-Cadherina 
PBS 1X + 5% 

suero de 
burro 

_ 

Dilución 
1:500 

PBS + 5% 
suero de 

burro 

1:1000 en 
PBS 

M
ar

ca
do

re
s d

e 
cé

lu
la

s 
ca

lic
ifo

rm
es

 Lectina 
PBS 1X + 5% 

suero de 
burro 

_ 

Dilución 
1:500 

PBS + 5% 
suero de 

burro 

1:1000 en 
PBS 

MUC5AC 
PBS + 5% 
suero de 

burro 

Dilución 
1:50 

PBS + 5% suero 
de burro 

Dilución 
1:200 

PBS + 5% 
suero de 

burro 

1:1000 en 
PBS 

 

Se realizó una valoración semicuantitativa de las muestras. Los grados de intensidad de 
fluorescencia se definieron como: -, no fluorescencia; (+), intensidad de fluorescencia 
leve; +, intensidad de fluorescencia moderada; ++, intensidad de fluorescencia fuerte. 
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5.3. Definición de la zona de obtención 
 

Se realizó este estudio para determinar la zona óptima de obtención de células 
conjuntivales. Una vez establecido el protocolo de aislamiento de células estromales y 
células epiteliales en la zona de la conjuntiva bulbar, se aplicó ese mismo protocolo para 
el aislamiento de ambos tipos celulares en las otras tres zonas anatómicas de la 
conjuntiva: zona del fondo de saco o del fórnix, zona palpebral o tarsal y zona de la 
unión mucocutánea.  

Se emplearon 15 globos oculares con párpado. El protocolo de obtención de los globos 
oculares y el procedimiento de extracción de la zona conjuntival se detalló en el 
apartado 5.1. De cada ojo se obtuvieron cuatro muestras, una de cada zona de estudio 
(Figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3.1. Análisis del rendimiento celular 
 

Para la obtención de los componentes celulares conjuntivales se utilizó el protocolo 
optimizado en el apartado 5.2.  

El peso de las muestras fue determinado previamente a la realización del protocolo de 
digestión. El protocolo de digestión aplicado consistió en el uso secuencial de las dos 
enzimas. En primer lugar, 24 horas de digestión con la enzima colagenasa I a una 

A B 

C D 

Figura 24. Zonas de obtención de la conjuntiva. (A) Zona bulbar (n=15). (B) Zona del fondo de saco o del 
fórnix (n=15). (C) Zona palpebral o tarsal (n=15). (D) Zona de la unión mucocutánea (n=15). 
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concentración de 2 mg/ml de cuya solución de digestión se obtuvieron las células 
estromales de cada una de las 4 zonas de obtención (n=60).  

El tejido que permaneció sin digerir se recuperó y se añadió sobre él la solución T/E 
durante 120 minutos, periodo de incubación necesario para obtener las células 
epiteliales de cada una de las 4 zonas de la conjuntiva (n=60). Se determinó el 
rendimiento celular (células/mg de tejido) de cada tipo celular en función de la zona de 
obtención de la conjuntiva (Figura 25). 

 

 

 

 

Figura 25. Diagrama del protocolo de aislamiento para la obtención de los componentes celulares de la 
conjuntiva. Para la obtención de las células estromales se incubaron las muestras de cada zona de la 
conjuntiva con una solución de la enzima colagenasa I de concentración 2 mg/ml en DMEM durante 24 
horas. Los restos tisulares no digeridos se incubaron con una solución T/E 0,25/0,02 para la obtención de 
las células epiteliales durante 120 minutos.  
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5.3.2. Análisis de la morfología celular 
 

El análisis de la morfología celular se realizó mediante la observación diaria de los 
cultivos en un microscopio óptico invertido. Se tomaron fotografías (Leica DFC 300 FX) 
de diferentes campos ópticos de los dos tipos celulares aislados de las cuatro zonas de 
obtención de la conjuntiva a P0, P1, P3 y P4. 

 

5.3.3. Análisis de la proliferación celular 
 

Se determinó la capacidad proliferativa de las células estromales (n=15) y de las células 
epiteliales (n=15) aisladas de las cuatro zonas de obtención a pase 2 (P2). Por cada una 
de las 60 muestras a analizar de naturaleza estromal y por cada una de las 60 muestras 
de naturaleza epitelial se sembraron 12 pocillos de una placa de poliestireno de 24 
pocillos de superficie 1,9 cm2/pocillo a una densidad inicial de 10.000 células/cm2 
(Figura 26). Cada 48 horas durante 12 días, dos de los pocillos se incubaron con la 
solución T/E (0,25/0,02) para conseguir la individualización celular. Se realizó la 
cuantificación celular mediante el método Azul Tripán para determinar el patrón 
proliferativo de cada tipo celular en función de la zona de obtención de la conjuntiva.  

 

 

 

 

 Figura 26. Placa de poliestireno de 24 pocillos con células sembradas para el estudio de proliferación. 
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5.3.4. Tinción de ácido periódico de Schiff (periodic acid-Schiff, PAS) 
 

Para determinar la presencia de mucopolisacáridos neutros se realizó la tinción PAS a 
células epiteliales en cultivo a P0 (n=15) y P1 (n=15) de cada una de las 4 zonas de 
obtención de la conjuntiva.  

Las células se sembraron en placa de poliestireno de 12 pocillos de 3,8 cm2 de 
superficie/pocillo a una densidad de 10.000 células/cm2. Tras 30 días de cultivo in vitro 
en condiciones estándar, se retiró el medio de cultivo y se procedió a aplicar el protocolo 
de tinción Anexo II – Protocolo III. 

Se realizó una valoración semicuantitativa de las muestras. Los grados de intensidad de 
tinción PAS se definieron como: -, no tinción; (+), intensidad de tinción leve; +, 
intensidad de tinción moderada; ++, intensidad de tinción fuerte. 

 

5.3.5. Análisis estadístico 
 

La representación de los datos obtenidos se realizó como la media ± error estándar de 
la media (EEM). Para el análisis de los datos se utilizó el programa estadístico R (R 
Development Core Team (2011). R: A language and environment for statistical 
computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). Fue necesario 
descargar los paquetes estadísticos car159, gvlma160 y multcomp161.  

Se aplicó un modelo lineal generalizado para el desarrollo del análisis estadístico de los 
datos y se comprobó la distribución normal de los residuos. Sobre el modelo lineal, se 
realizó un análisis de varianza (ANalysis Of VAriance, ANOVA) factorial, para evaluar el 
efecto de cada factor presente, y se aplicó un ajuste white adjust (localizado dentro del 
paquete estadístico car). La variabilidad y heterogeneidad características de los datos 
obtenidos a partir de muestras biológicas pueden generar el no cumplimiento de alguna 
de las asunciones del modelo, por lo que el ajuste se aplicó en todos los casos para 
asegurar la homocedasticidad en los residuos. Una vez realizada la ANOVA, se realizó 
un análisis post hoc con el test de Tukey para todos los factores y así evaluar el grado de 
significación al realizar una comparación entre las clases del factor. Los valores de 
p≤0,05 fueron considerados estadísticamente significativos.  
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V- CAPÍTULO 1. RESULTADOS 
 

La exposición de los resultados del primer capítulo permitirá la definición de un 
protocolo óptimo de digestión. Para ello, se analizará el rendimiento y el fenotipo de los 
componentes celulares aislados. 

Una vez establecido el protocolo de aislamiento, se procederá a su aplicación en 
diferentes zonas de la conjuntiva para la obtención de células estromales y de células 
epiteliales. Las células obtenidas serán analizadas en términos de rendimiento, 
morfología, proliferación y síntesis de mucopolisacáridos neutros. 

 

5.4. Técnicas de cultivo celular 
 

Todas las muestras de la conjuntiva bulbar (n=45) se procesaron de manera satisfactoria 
para el aislamiento de las células estromales y de las células epiteliales. A continuación 
se describen los resultados obtenidos de rendimiento celular. 

 

5.4.1. Análisis del rendimiento celular: células estromales 
 

El número de células estromales aisladas por miligramo de tejido digerido varió en 
función de la concentración de colagenasa tipo I que se utilizó para la digestión 
enzimática de la conjuntiva bulbar. Para el análisis estadístico de los valores de 
rendimiento se aplicó el modelo lineal generalizado y se comprobó que la distribución 
de residuos se ajustaba a una normal.  

A continuación, se realizó un análisis de varianza (ANalysis Of VAriance, ANOVA) 
unifactorial, sobre el modelo lineal generalizado identificando el nivel de significación 
(Tabla 7) y se llevó a cabo un análisis post hoc con el test de Tukey para la comparación 
entre concentraciones.  
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Tabla 7. ANOVA para la concentración de colagenasa I. 

GL: Grados de libertad; P: Probabilidad. ***p≤0,001. 
 

Una concentración de colagenasa tipo I menor de 2 mg/ml, supone un menor número 
de células estromales aisladas: para 1 mg/ml se obtuvieron 800,2±87,2 células/mg 
tejido; para 2 mg/ml se obtuvieron 1659,0±152,1 células/mg tejido y para 3 mg/ml se 
obtuvieron 1543,9±104,5 células/mg tejido. 

Se detectaron diferencias significativas (p≤0,001) entre los rendimientos celulares 
obtenidos con la concentración de colagenasa 1 mg/ml y el resto de concentraciones. 
Sin embargo, no existieron diferencias entre los rendimientos celulares con la 
concentración de colagenasa 2 mg/ml y 3 mg/ml (Figura 27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 GL Valor F P (>F) 

Concentración 2  19,088  1,268e-06 *** 

Residuos 42    

Figura 27. Representación en cajas y bigotes del rendimiento de células estromales. El número de células 
estromales aisladas por mg de conjuntiva bulbar digerida en función de la concentración de colagenasa I. 
***p≤0,001; N/S: No significación; n=15. 
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5.4.2. Análisis del rendimiento celular: células epiteliales 
 

El número de células epiteliales aisladas por miligramo de tejido digerido varió en 
función del tiempo de incubación del tejido restante con la solución T/E. Los valores de 
rendimiento se ajustaron a una normal, al realizar un ANOVA unifactorial se identificó 
el nivel de significación (Tabla 8) y se llevó a cabo un análisis post hoc con el test de 
Tukey para la comparación entre los tiempos de incubación. 

Tabla 8. ANOVA para el tiempo de incubación con la solución T/E. 

GL: Grados de libertad; P: Probabilidad. ***p≤0,001. 

 

Un tiempo de incubación menor de 120 minutos, supone un menor número de células 
epiteliales aisladas: tras 180 minutos de incubación con la solución T/E del tejido 
restante de la digestión con 1 mg/ml de colagenasa I se obtuvieron 36445,3±3102,5 
células/mg tejido; después de 120 minutos de incubación con la solución T/E del tejido 
restante de la digestión con 2 mg/ml de colagenasa I se obtuvieron 36094,9±3847,7 
células/mg tejido y tras 60 minutos de incubación con la solución T/E del tejido restante 
de la digestión con 3 mg/ml de colagenasa I se obtuvieron 16166,0±1192,6 células/mg 
tejido.  

Observándose diferencias significativas (p≤0,001) entre el tiempo de incubación 60 
minutos y el resto de tiempos. Sin embargo, no existieron diferencias cuando los 
tiempos de incubación fueron 180 y 120 minutos (Figura 28). 

 

 GL Valor F P (>F) 

Tiempo 2 26,093 4,311e-08 *** 

Residuos 42    
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5.4.3. Establecimiento de cultivos primarios 
 

En todos los casos, los cultivos primarios conjuntivales (CPCs) obtenidos presentaron 
una morfología fusiforme con prolongaciones citoplasmáticas alargadas, en el caso de 
las células estromales (Figura 29) y aspecto poligonal, en el caso de las células epiteliales 
(Figura 30). 

Las células estromales, aisladas del tejido conjuntival después de la incubación con 
colagenasa tipo I, se mantuvieron entre 7 y 10 días hasta que alcanzaron el estado de 
preconfluencia. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Representación en cajas y bigotes del rendimiento de células epiteliales. El número de células 
epiteliales aisladas por mg de conjuntiva bulbar digerida en función del tiempo de digestión con la solución 
enzimática T/E. Los círculos corresponden a valores atípicos. ***p≤0,001; N/S: No significación; n=15. 
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1 mg/ml 
Colagenasa I 

2 mg/ml 
Colagenasa I 

3 mg/ml 
Colagenasa I 

 

 
 

Figura 29. Morfología celular estromal en los cultivos primarios en función de la concentración de 
colagenasa tipo I. (A) 1 mg/ml. (B) 2 mg/ml. (C) 3 mg/ml. 

 

Las células epiteliales, aisladas del tejido conjuntival después de la incubación con la 
solución de T/E, se mantuvieron hasta que alcanzaron el estado de preconfluencia, 
aproximadamente 14 días. 

 

180 minutos 
Solución T/E 0,25/0,05 

120 minutos 
Solución T/E 0,25/0,05 

60 minutos 
Solución T/E 0,25/0,05 

 

 
 

Figura 30. Morfología celular epitelial en los cultivos primarios en función del tiempo de incubación con la 
solución enzimática T/E 0,25/0,05. (A) 180 minutos. (B) 120 minutos. (C) 60 minutos. 

 

Del análisis de los resultados de rendimiento celular se determinó el protocolo de 
aislamiento óptimo para la obtención de los componentes celulares de la conjuntiva. La 
concentración de colagenasa tipo I establecida fue 2 mg/ml debido a que el número de 
células estromales obtenidas fue similar al obtenido con la concentración de enzima 3 
mg/ml, no existiendo diferencias significativas. Además, la morfología de las células 
obtenidas fue claramente fusiforme. 
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El tiempo de incubación con la solución T/E para la digestión del tejido restante y 
obtención de las células epiteliales fue 120 minutos, el tiempo de incubación 
correspondiente después de la incubación con la enzima colagenasa tipo I a 
concentración 2 mg/ml. 

En resumen, el protocolo establecido para el aislamiento de los componentes celulares 
de la conjuntiva porcina consta de dos pasos: 

1. Digestión enzimática de la biopsia con una solución de colagenasa tipo I a una 
concentración de 2 mg/ml durante 24 horas para el aislamiento de las células 
estromales. 
 

2. Digestión enzimática del tejido restante con una solución T/E 0,25/0,05 durante 
120 minutos para la obtención de las células epiteliales. 

 

Una vez establecido el protocolo de aislamiento, las células obtenidas se caracterizaron 
fenotípicamente. Para ello, se sometieron al análisis de la expresión de proteínas 
específicas mediante técnicas de inmunofluorescencia. 

 

5.4.4. Análisis de la expresión proteica por inmunofluorescencia: células 
estromales 

 

Las células de naturaleza estromal en P1, P4 y P14 se sometieron a estudios de expresión 
de los marcadores específicos: vimentina y CD90 (Figura 31).  
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Figura 31. Expresión de marcadores de células estromales en los cultivos de la zona bulbar. (A, B, C) 
Expresión del marcador vimentina a P1, P4 y P14. (D, E, F) Expresión del marcador CD90 a P1, P4 y P14. La 
fecha blanca indica la zona positiva en cada caso. Barra de escala 50 µm. 

 

El análisis del marcador vimentina, mostró elevada positividad en los cultivos iniciales. 
A medida que avanzaba el tiempo en cultivo, las células estromales seguían siendo 
positivas para dicho marcador, incluso en pase 14 (P14).  

La presencia del marcador CD90, específico de células mesenquimales (Tirosina 1), 
también muestra la naturaleza estromal de las células aisladas. En este caso, a medida 
que avanza el tiempo en cultivo de las células estromales aisladas aumenta la expresión 
de CD90. Véase células en pase 4 (P4). Se observa como en pases tardíos de cultivo, la 
expresión del marcador disminuye. 

 

5.4.5. Análisis de la expresión proteica por inmunofluorescencia: células 
epiteliales 

 

Las células de naturaleza epitelial en P1, P4 y P14 se sometieron a estudios de expresión 
del marcador citoqueratina-7 (Ck7) para su caracterización fenotípica (Figura 32). 
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Además, también se determinó la presencia de la proteína E-Cadherina en P4 (Figura 
33). 

 P1 P4 P14 

CK
7 

 
 

Figura 32. Expresión de marcadores de células epiteliales en los cultivos de la zona bulbar. (A, B, C) Expresión 
del marcador Ck7 a P1, P4 y P14. Barra de escala 50 µm.  

 

Se observó cómo se mantiene a lo largo del tiempo en cultivo la expresión de la 
citoqueratina-7 (Ck7). La presencia de este marcador específico, muestra la naturaleza 
epitelial de las células aisladas, incluso en pase 14. 

Además, se confirmó a pase 4 la presencia de la molécula de adhesión celular E-
Cadherina. Se trata de la proteína de membrana propia de las uniones adherentes de 
las células epiteliales.  

                       P4 

e-
ca

dh
er
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a 

 
 

Figura 33. Expresión de la molécula de adhesión celular E-Cadherina en células epiteliales en pase 4. La fecha 
blanca indica la zona positiva. Barra de escala 50 µm.  
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5.4.6. Análisis de la expresión proteica por inmunofluorescencia: células 
caliciformes        

 

Las células de naturaleza epitelial en P1, P4 y P14 se sometieron a estudios de 
inmunofluorescencia para detectar la presencia de células secretoras de mucinas. Los 
marcadores utilizados para este estudio fueron la proteína vegetal lectina y el marcador 
específico de células caliciformes, MUC5AC. 

El análisis del marcador lectina (Figura 34), mostró elevada positividad en los cultivos 
iniciales. A medida que avanzaba el tiempo en cultivo, las células epiteliales aisladas 
seguían siendo positivas para dicho marcador mostrando la presencia de carbohidratos. 
La expresión disminuye en pases tardíos de cultivo.  

 P1 P4 P14 

Le
ct

in
a 

 
 

Figura 34. Expresión del marcador lectina.  (A, B, C) Análisis del marcador lectina en P1, P4 y P14. La fecha 
blanca indica la zona positiva en cada caso. Barra de escala 50 µm. 

El marcador MUC5AC, específico de células caliciformes de la conjuntiva, presentó una 
ligera positividad a pases tempranos; no estando presente en los pases más avanzados 
en cultivo (Figura 35). 
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Figura 35. Expresión de marcadores de células secretoras de mucinas en células epiteliales. A. Análisis de la 
expresión de MUC5AC en P1. B. Análisis de la expresión de MUC5AC en P14. Barra de escala 50 µm.  

 

Los resultados obtenidos, tanto para células estromales como para células epiteliales 
se resumen en la Tabla 9. 

 

Tabla 9. Resultados de los estudios de inmunofluorescencia realizados sobre células de naturaleza estromal 
y epitelial en P1, P4 y P14. Los grados de intensidad de fluorescencia se definen como: -, no fluorescencia; 
(+), intensidad de fluorescencia leve;  +, intensidad de fluorescencia moderada; ++, intensidad de 
fluorescencia fuerte. 

Marcador Especificidad P1 P4 P14 

Vimentina Células estromales ++ + + 

CD90 Células mesenquimales 
(Tirosina-1) 

(+) ++ (+) 

Ck7 Epitelio secretor ++ ++ ++ 

E-Cadherina Epitelio: uniones adherentes  ++  

Lectina Carbohidratos: N-
Acetilgalactosamina/galactosa 

++ + (+) 

MUC5AC Células caliciformes (+)  - 

 

La caracterización inmunohistoquímica mostró que las células que habían sido 
obtenidas mediante el protocolo de aislamiento elegido como óptimo, presentaban 
positividad para marcadores específicos de células estromales, de células epiteliales y 
de células de naturaleza caliciforme. 
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A continuación, tras determinar la concentración de colagenasa tipo I óptima para el 
aislamiento de células estromales y, después de determinar el tiempo de incubación 
apropiado con la solución T/E para la obtención de células epiteliales, se procesaron 15 
globos oculares con párpado. Se aplicó el protocolo anteriormente establecido en todas 
las zonas de la conjuntiva: bulbar, fórnix, tarsal y unión mucocutánea. 

 

5.5. Definición de la zona de obtención 
 

Se determinó la zona óptima de la conjuntiva para el aislamiento celular mediante el 
análisis del rendimiento celular, la morfología celular, la proliferación celular y la síntesis 
de mucopolisacáridos neutros. 

Todas las muestras de la conjuntiva: zona bulbar (n=15), zona del fondo de saco o fórnix 
(n=15), zona tarsal (n=15) y zona de la unión mucocutánea (n=15) se procesaron 
satisfactoriamente para el aislamiento de sus componentes celulares y su posterior 
análisis. 

5.5.1. Análisis del rendimiento celular: células estromales 
 

El número de células estromales aisladas por miligramo de tejido digerido no varió en 
función de la zona de la conjuntiva de estudio. Se aplicó el modelo lineal generalizado 
para el análisis de los valores de rendimiento y se comprobó que se ajustaba a una 
normal. Se identificó el nivel de significación (Tabla 10) realizando un ANOVA sobre el 
modelo lineal generalizado. 

Tabla 10. ANOVA para el rendimiento de células estromales. 

GL: Grados de libertad; P: Probabilidad.  
 

En función de la zona de la conjuntiva el número de células estromales aisladas fue 
similar: en la zona bulbar 399,3±57,4 células/mg tejido; en la zona del fórnix 479,8±50,0 
células/mg tejido; en la zona tarsal 330,8±43,0 células/mg tejido y en la zona de la unión 
mucocutánea 451,0±40,2 células/mg tejido. No existiendo diferencias significativas 
entre las zonas (Figura 36). 

 GL Valor F P (>F) 

Zona 3  1,8937  0,1383  

Residuos 56    
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5.5.2. Análisis del rendimiento celular: células epiteliales 
 

El número de células epiteliales aisladas por miligramo de tejido digerido varió en 
función de la zona de la conjuntiva de estudio. Para el análisis de los valores de 
rendimiento, se aplicó el modelo lineal generalizado comprobándose que se ajustaba a 
una normal. Realizando un ANOVA sobre el modelo lineal se identificó el nivel de 
significación (Tabla 11) y se realizó la comparación entre zonas mediante un análisis post 
hoc con el test de Tukey. 

Tabla 11. ANOVA para el rendimiento de células epiteliales. 

GL: Grados de libertad; P: Probabilidad. ***p≤0,001. 
 

En función de la zona de la conjuntiva el número de células epiteliales aisladas fue 
diferente: en la zona bulbar 20.387,1±1723,4 células/mg tejido; en la zona del fórnix 
50.315,8±4.673,3 células/mg tejido; en la zona tarsal 30.531,7±3.123,4 células/mg 
tejido y en la zona de la unión mucocutánea 13.416,2±1.677,0 células/mg tejido. Se 

 GL Valor F P (>F) 

Zona 3  21,737  3,962e-10 *** 

Residuos 56    

Figura 36. Representación en cajas y bigotes del rendimiento de células estromales. El número de células 
estromales aisladas por mg de conjuntiva digerida en función de la zona de obtención. Los círculos 
corresponden a valores atípicos. N/S: No significación; n=15. 
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detectaron diferencias significativas entre la zona del fórnix (p≤0,001) y el resto de 
zonas, y entre la zona tarsal y la zona de la unión mucocutánea (p≤0,01) (Figura 37). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Representación en cajas y bigotes del rendimiento de células epiteliales. El número de células 
epiteliales aisladas por mg de conjuntiva digerida en función de la zona de obtención. Los círculos 
corresponden a valores atípicos. ***p≤0,001; **p≤0,01; N/S: No significación; n=15. 
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5.5.3. Análisis de la morfología celular 
 

Los cultivos primarios conjuntivales (CPCs) obtenidos, presentaron una población 
celular con morfología homogénea, fusiforme con prolongaciones citoplasmáticas 
alargadas en el caso de las células estromales (Figura 38) y poligonal para las células 
epiteliales productoras de mucopolisacáridos (Figura 39), y esta morfología se mantuvo 
en los posteriores subcultivos. 
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Figura 38. Morfología celular estromal en los cultivos primarios (P0), y P1, P3 y P4 en función de la zona de 
la conjuntiva de aislamiento. (A-D) Zona bulbar. (E-H) Zona del fórnix. (I-L) Zona tarsal. (M-P) Zona de la 
unión mucocutánea. 
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Figura 39. Morfología celular epitelial en los cultivos primarios (P0), y P1, P3 y P4 en función de la zona de 
la conjuntiva de aislamiento. (A-D) Zona bulbar. (E-H) Zona del fórnix. (I-L) Zona tarsal. (M-P) Zona de la 
unión mucocutánea. La fecha blanca indica los mucopolisacáridos secretados. 

 

5.5.4. Análisis de la proliferación celular 
 

Se estableció el patrón proliferativo de las células estromales (n=15) y de las células 
epiteliales (n=15) de cada una de las 4 zonas de estudio de la conjuntiva a pase 2 (P2), 
mediante el recuento de células cada 2 días durante 12 días. 
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5.5.4.1. Análisis de la proliferación: células estromales 
 

En el caso de las células estromales (Figura 40), se observó una mayor proliferación 
celular en la zona bulbar de la conjuntiva existiendo diferencias significativas (p≤0,001) 
con respecto a la zona de la unión mucocutánea y también a la zona tarsal (p≤0,01). 

 

 

Figura 40. Curva de proliferación de células estromales a pase 2. Células aisladas de la zona bulbar (n=15), 
de la zona del fórnix (n=15), de la zona tarsal (n=15) y de la zona de unión mucocutánea (n=15). ***p≤0,001; 
**p≤0,01. 

 

5.5.4.2. Análisis de la proliferación: células epiteliales 
 

El recuento de las células epiteliales (Figura 41) confirmó su menor capacidad 
proliferativa con respecto a las células estromales. El análisis de su patrón proliferativo 
puso en evidencia una menor capacidad proliferativa de las células epiteliales aisladas 
de la unión mucocutánea de la conjuntiva existiendo diferencias significativas (p≤0,001) 
con respecto a las células aisladas de la zona bulbar y también de la zona del fórnix 
(p≤0,01). 

0

20000

40000

60000

80000

100000

120000

140000

160000

180000

0 2 4 6 8 10 12

N
º 

Cé
lu

la
s e

st
ro

m
al

es
/c

m
2

Tiempo en cultivo (días)

Curva de crecimiento P2

Conjuntiva Bulbar

Conjuntiva Fórnix

Conjuntiva Tarsal

Conjuntiva Unión
Mucocutánea

*****

n=15



Ana Fernández González 
Desarrollo y optimización de andamiajes tridimensionales para el cultivo 
de células de la conjuntiva  

V- CAPÍTULO 1.  
RESULTADOS 

 

118 
 

 

Figura 41. Curva de proliferación de células epiteliales a pase 2. Células aisladas de la zona bulbar (n=15), 
de la zona del fórnix (n=15), de la zona tarsal (n=15) y de la zona de unión mucocutánea (n=15). ***p≤0,001; 
**p≤0,01. 

 

5.5.5. Tinción de ácido periódico Schiff 
 

Se realizó la tinción PAS para detectar la presencia de mucopolisacáridos neutros. Para 
la cuantificación del grado de tinción PAS se establecieron los parámetros detallados en 
la Tabla 12, considerándose como control negativo la tinción de células estromales 
aisladas de la conjuntiva. 
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Tabla 12. Parámetros de intensidad de tinción PAS. 

 

Esta técnica utiliza el ácido periódico de Schiff que oxida los grupos hidroxilo (OH) de 
dos carbonos cercanos formando grupos aldehídos. Estos grupos aldehídos son 
reconocidos por el reactivo de Schiff, el cual se combina con ellos para dar un color rosa 
intenso. 

Se analizaron los cultivos de células epiteliales (n=15) a pase 0 (P0) de cada zona de la 
conjuntiva (Figura 42) indicando el resultado como el porcentaje representativo de cada 
grado de tinción en función zona de estudio. 

Simbología Grado de intensidad de PAS Foto 

- No presenta tinción PAS  
 

 

(+) Intensidad de tinción leve  
 

 
 
 
 
 
 

+ Intensidad de tinción moderada  

 
 
 
 
 
 

++ Intensidad de tinción fuerte  
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Figura 42. Representación en porcentaje de la intensidad de tinción PAS en las células epiteliales a pase 0 
en función de la zona de la conjuntiva. 

 

Mientras que todas las zonas presentaron una intensa tinción para PAS, se observó un 
mayor porcentaje de células epiteliales con tinción fuerte para PAS en el caso de la zona 
bulbar. 

Se analizaron todos los cultivos de células epiteliales (n=15) a pase 1 de cada zona de la 
conjuntiva (Figura 43) indicando el resultado como el porcentaje representativo de cada 
grado de tinción en función de la zona de estudio. 

Se observó cómo un mayor porcentaje de células epiteliales aisladas de la zona bulbar 
presentaron tinción fuerte para PAS. Y como el resto de zonas presentaron una tinción 
intensa para PAS.  
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Figura 43. Representación en porcentaje de la intensidad de tinción PAS en las células epiteliales a pase 1 
en función de la zona de la conjuntiva. 

 

A medida que avanzaron los subcultivos celulares se confirmó la pérdida de síntesis de 
mucopolisacáridos, excepto en las células epiteliales obtenidas de la zona tarsal de la 
conjuntiva donde se aprecia una intensidad fuerte para PAS 17% frente al 8% en P0. 
Aunque en las células epiteliales aisladas de la zona bulbar también disminuyó la síntesis 
de mucopolisacáridos en P1, presentaron el mayor porcentaje de tinción fuerte para 
PAS (29%). 

De la determinación de los resultados de rendimiento celular y proliferación celular, y 
del análisis de la morfología de las células estromales y epiteliales obtenidas de las 4 
zonas de la conjuntiva, así como del grado de tinción PAS de las células epiteliales, se 
seleccionó la conjuntiva bulbar como la zona de obtención de células conjuntivales para 
los siguientes estudios. 
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Los resultados obtenidos en el Capítulo 1 se pueden resumir en las siguientes 
observaciones. 

1. Es posible la obtención de los dos componentes celulares de la conjuntiva 
porcina utilizando un protocolo enzimático combinado:  
Colagenasa I (2 mg/ml) durante 24 horas 
Tripsina/EDTA (0,25/0,02) durante 120 minutos 
Las células aisladas mediante este protocolo presentaban un mayor 
rendimiento celular y positividad para marcadores específicos. 
 

2. Dependiendo de la zona de la conjuntiva de aislamiento para la obtención de 
células, el rendimiento de las células epiteliales aisladas fue diferente. También 
presentaron patrones de proliferación diferentes tanto para células estromales 
como epiteliales. 
 

3. Se ha puesto de manifiesto las propiedades secretoras de las células epiteliales 
aisladas, confirmándose la presencia de células PAS positivas, sobre todo en las 
células aisladas de la zona bulbar de la conjuntiva. 
 

4. Las células obtenidas de la zona bulbar son las que presentan mayor capacidad 
proliferativa, y las que mejor mantienen las características fenotípicas a medida 
que transcurre el tiempo en cultivo. 
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V- CAPÍTULO 1. DISCUSIÓN 
 

En este primer capítulo se ha conseguido la optimización de un protocolo de aislamiento 
para la obtención de los principales componentes celulares que forman parte de la 
conjuntiva: células estromales y células epiteliales. Para ello se han empleado muestras 
oculares de origen porcino. 

Aunque algunos autores han utilizado muestras de origen humano procedentes de 
pequeñas biopsias de pacientes sometidos a cirugía de cataratas34 para el estudio de 
poblaciones celulares oculares, las dificultades que presenta actualmente la utilización 
de muestras de origen humano en investigación biomédica162 limita las posibilidades de 
acceder a las mismas para el diseño y el desarrollo de estudios experimentales. Por ello 
se tiende a plantear como alternativa el empleo de modelos animales que se asemejen 
al modelo humano. 

Aunque los primates163 representan el modelo filogenéticamente más cercano al 
hombre, los problemas éticos y económicos asociados, limitan enormemente su uso en 
investigación. 

Durante muchos años, se han utilizado pequeños modelos animales como la rata164 o el 
conejo165 como modelos experimentales en oftalmología, debido a las ventajas 
metodológicas que suponen su bajo coste y su pequeño tamaño (fácil manipulación y 
estabulación y posibilidad de emplear un número relativamente grande de animales en 
un experimento). Sin embargo, su anatomía y fisiología se alejan demasiado de las del 
ser humano, lo que dificulta la traslación de los resultados obtenidos en estos modelos 
a la clínica humana. 

El cerdo representa la mejor alternativa como animal de experimentación en 
oftalmología debido a su anatomía y fisiología, tan similares al modelo humano. Es por 
eso que en los últimos años, el cerdo ha sido utilizado en investigación oftalmológica 
como modelo de estudio en enfermedades como la retinitis pigmentosa166 o en 
enfermedades que afectan a la superficie ocular167,168. 

A la hora de plantear un estudio con poblaciones celulares conjuntivales, la primera 
limitación que nos encontramos es la ausencia de técnicas de digestión estandarizadas 
para la obtención de los componentes celulares de la conjuntiva de manera 
independidente. Debido a que la mayoría de los estudios se centran en la obtención de 
las células epiteliales del epitelio conjuntival mediante el cultivo por explante169, bien 
sobre una capa alimentadora de fibroblastos 3T3 murinos170, bien sobre un soporte 
tisular como la membrana amniótica descelularizada171. Mediante este método se 
promueve únicamente el establecimiento del cultivo primario de células epiteliales. 
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El establecimiento de un protocolo de aislamiento celular ha sido desde hace años 
motivo de estudio172 puesto que permitiría obtener células caliciformes de la conjuntiva 
que son las que generan un mayor interés, al relacionarse el síndrome de ojo seco 
mucodeficiente con una deficiente secreción de mucina.  

Para el desarrollo de un modelo experimental de conjuntiva porcina, además de la 
obtención de las células epiteliales, es indispensable el aislamiento del principal 
componente celular de la lámina propia y para ello la única alternativa posible para 
conseguir el aislamiento de dos poblaciones celulares de una misma biopsia es a través 
de protocolos de digestión enzimática. 

Para el establecimiento del protocolo de obtención fue necesaria la combinación de dos 
enzimas, así como definir la concentración y el tiempo de digestión de cada una. Al 
tratarse de muestras biológicas procedentes de matadero, previo al proceso de 
digestión, las muestras se sometieron a un protocolo de esterilización para evitar 
posibles contaminaciones. 

De este modo, la digestión con colagenasa 2 mg/ml durante 24 horas, permitió el 
aislamiento del componente celular de la lámina propia, es decir, de las células 
estromales; teniendo en cuenta el rendimiento celular y la positividad para los 
marcadores específicos como vimentina, sobre todo en P1 y CD90 en P4. Las células 
estromales se mantuvieron en cultivo durante varios pases, detectándose una 
disminución en la expresión de los marcadores específicos en el P14.  

La digestión con la enzima Tris/EDTA 0,25/0,02 del tejido restante durante 120 minutos, 
facilitó la obtención de las células epiteliales. La caracterización de estas células 
mediante técnicas inmunohistoquímicas, puso de manifiesto la positividad para 
marcadores específicos tales como citoqueratina 7 incluso en pase 14, así como E-
Cadherina en pase 4. 

Además, en las células se observó una pequeña cantidad de la mucina secretora 
MUC5AC mediante el ensayo de inmunofluorescencia34,35,173. Posiblemente, este 
marcador no sea reactivo para células caliciformes de origen porcino. En cambio, la 
detección de lectina reflejó la síntesis de mucopolisacáridos. 

Uno de los principales problemas, cuando se establece un cultivo primario de células 
epiteliales, es la contaminación con células estromales174,175. En el presente estudio, las 
colonias de células estromales que aparecieron en los cultivos, fueron eliminadas 
mediante la incubación con tripsina durante un corto periodo de tiempo, sin afectar a 
la viabilidad de las células epiteliales. Consiguiendo de esta manera establecer cultivos 
puros de células epiteliales mediante tripsinización diferencial. 
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Además, las células epiteliales fueron cultivadas directamente sobre superficies 
plásticas, sin necesidad de utilizar una monocapa de fibroblastos 3T3 murinos como 
capa alimentadora170,176, con lo que evitamos el riesgo de retrovirus asociados en una 
adaptación al modelo humano177–180. 

En relación a la zona de obtención de las biopsias de estudio, actualmente no se ha 
descrito qué localización anatómica de la conjuntiva presenta mejores características 
como fuente de estudio. Por esta razón, en este estudio hemos considerado necesario, 
realizar un estudio comparativo aplicando el protocolo de aislamiento establecido a las 
cuatro zonas de la conjuntiva. Se analizó el rendimiento celular, la morfología celular, la 
proliferación celular y la síntesis de mucopolisacáridos, para definir el mejor origen 
tisular. 

Mediante el análisis del rendimiento celular, aunque el rendimiento de células 
estromales fue mayor en el fórnix no existieron diferencias significativas con respecto 
al resto de zonas de aislamiento. Por el contrario, el rendimiento de células epiteliales 
fue claramente mayor en el fórnix, existiendo diferencias significativas con respecto al 
resto de zonas. Por lo tanto, existe una mayor población de células epiteliales en la zona 
del fórnix de la conjuntiva porcina, tal y como ocurre en el fórnix humano31; poniendo 
de manifiesto la homología ocular entre ambas especies.  

El análisis microscópico confirmó la morfología característica de cada tipo 
celular172,181,182 en cada zona en el pase inicial, así como en el pase 1, pase 3 y pase 4. 
Poniéndose de manifiesto la síntesis de mucopolisacáridos en las células epiteliales. 

El estudio de proliferación celular durante el pase celular 2 sirvió para determinar que 
las células aisladas de la zona bulbar destacaban por su elevada capacidad proliferativa, 
asegurándose de este modo, obtener un número celular óptimo para estudios 
posteriores. 

Mediante la tinción PAS, específica para mucopolisacáridos neutros, se valoró la síntesis 
de mucinas en las células epiteliales en pase inicial y en pase 1, poniéndose de 
manifiesto que las células aisladas de la zona bulbar presentaban mayor capacidad de 
síntesis. 

Por todo lo anterior, los estudios de este capítulo permiten concluir que la zona bulbar 
de la conjuntiva representa la mejor fuente tisular para la obtención de pequeñas 
biopsias que después de la aplicación del protocolo de aislamiento establecido, 
permitan la obtención de células estromales y células epiteliales, que servirán como 
componente celular de los andamiajes tridimensionales que se optimizarán en los 
capítulos siguientes. 
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El material empleado para el desarrollo del presente estudio está detallado en el Anexo 
I, mientras que los protocolos empleados aparecen descritos en el Anexo II. 

El segundo capítulo de este trabajo está basado en el diseño de andamiajes 
tridimensionales utilizando como biomaterial biológico la fibrina procedente de plasma 
fresco o de crioprecipitado de plasma fresco, cultivando en su interior células 
estromales y en su superficie células epiteliales, aisladas a partir de conjuntiva porcina. 

 

ETAPA 1: 

Se determinó la composición del andamiaje más idóneo cultivando en su interior células 
estromales aisladas de la conjuntiva porcina. Se validó el diseño mediante el análisis del 
mantenimiento de la morfología celular en su interior, de la proliferación celular y de la 
correcta distribución a las 2 semanas de estudio (Figura 44). 

 

Figura 44. Estudio para la determinación de la composición del andamiaje idóneo. Análisis del 
mantenimiento de la morfología estromal en el interior del andamiaje, de la proliferación celular y de la 
distribución celular.
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ETAPA 2: 

Una vez establecida la composición del andamiaje, se cultivaron en su interior células 
estromales aisladas de la conjuntiva porcina y mediante digestión enzimática con 
colagenasa I, se determinó el perfil proliferativo en su interior. También se analizaron la 
morfología y el fenotipo celular en el cultivo tridimensional y la distribución celular en 
el andamiaje a las 2 semanas de estudio. Se realizaron los mismos estudios cuando las 
células epiteliales aisladas de la conjuntiva porcina se cultivaron sobre la superficie del 
andamiaje tridimensional (Figura 45). 

 

Figura 45. Cultivo de las células aisladas de la conjuntiva en los diferentes tipos de andamiajes 
tridimensionales. Análisis de la proliferación celular mediante digestión enzimática, determinación de la 
morfología celular, la caracterización fenotípica de cada tipo celular y la distribución en el andamiaje. 
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ETAPA 3: 

Además, en este capítulo se puso a punto una técnica para determinar la proliferación 
en los andamiajes a lo largo del tiempo sin tener que ser digeridos previamente. El 
método utilizado es el Alamar Blue basado en la actividad mitocondrial de las células 
viables (Figura 46). 

 

Figura 46. Determinación del patrón de proliferación en el interior del andamiaje tridimensional mediante 
el método Alamar Blue. Células estromales en P5 se utilizaron para el cultivo en TCPS y para el cultivo en 
andamiaje tridimensional a las mismas densidades celulares de siembra (1x104 – 1,5x106). El % de reducción 
del AB para las células estromales cultivadas en TCPS se calculó tras 4 horas de incubación con AB. El tiempo 
de incubación óptimo con AB para las células estromales cultivadas en el interior del andamiaje 
tridimensional, se determinó comparando el % de reducción obtenido a cada tiempo de medición con el 
obtenido en TCPS a las 4 horas de incubación. 
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ETAPA 4: 

Finalmente, se realizó el cultivo simultáneo de ambos tipos celulares utilizando como 
base el andamiaje tridimensional de fibrina. Se determinó la capacidad de 
mantenimiento de la morfología de cada tipo celular mediante técnicas histológicas a 
las 2 semanas de estudio. Y la caracterización a nivel de sistema del cocultivo se llevó a 
cabo mediante estudios de microscopía electrónica de barrido y la determinación de su 
composición bioquímica (Figura 47). 

 

Figura 47. Cocultivo de las células estromales y las células epiteliales en los andamiajes tridimensionales. 
Análisis del mantenimiento de la morfología celular, determinación de la distribución celular y la 
composición bioquímica. 
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VI- CAPÍTULO 2. MATERIAL Y MÉTODO 
 

6.1. Obtención y procesamiento de muestras biológicas 
 

Para el desarrollo de los andamiajes tridimensionales de la primera generación del 
hidrogel de fibrina, se obtuvieron previamente los componentes celulares y los 
componentes con base de fibrina como biomaterial. 

 

6.1.1. Obtención de los componentes celulares 
 

Las células estromales y epiteliales que se utilizaron como componente celular en los 
andamiajes tridimensionales provenían del estudio desarrollado en el capítulo I. Se 
mantuvieron en cultivo hasta el correspondiente pase de estudio y, cuando alcanzaron 
el estado de preconfluencia, se tripsinizaron para conseguir la individualización celular. 
El recuento celular se realizó mediante la técnica azul tripán. 

 

6.1.2. Obtención del componente plasmático 
 

Las muestras de plasma fresco congelado cuarentenado (PF) y de crioprecipitado de 
plasma fresco (CF) se obtuvieron del Centro de Hemoterapia y Hemodonación de 
Castilla y León (CHEMCYL) en virtud de un convenio de colaboración. Las extracciones 
se realizaron en bolsas de sangre de aproximadamente 450 ml de capacidad que 
contenían citrato sódico como solución anticoagulante. El plasma fresco es el 
componente sanguíneo obtenido de donante único a partir de una unidad de sangre 
total o mediante aféresis, después de la separación de los hematíes mediante 
centrifugación durante 10 minutos a 3.000 rpm. El protocolo de preparación de CF a 
partir de PF se detalla en el Anexo II – Protocolo IV. 

En condiciones de asepsia se mezcló el contenido de todas las bolsas recepcionadas en 
un recipiente estéril generándose un pool de plasma fresco y un pool de crioprecipitado 
de plasma fresco. Las soluciones se alicuotaron en criotubos de 3 ml que se almacenaron 
a -80°C hasta su utilización como biomaterial en la elaboración de los andamiajes 
tridimensionales. 

La determinación de la concentración final de fibrinógeno en el pool de PF y de CF se 
realizó utilizando un analizador automático de coagulación (STA COMPACT Max, Roche). 
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La base de este método es que, en presencia de un exceso de trombina, el tiempo de 
coagulación de la muestra diluida es inversamente proporcional a la concentración de 
fibrinógeno. 

 

ETAPA 1 

 

6.2. Definición de la composición del andamiaje de fibrina 
estándar 

 

6.2.1. Formulación del hidrogel 
 

Se probaron todas las combinaciones posibles, variando la concentración de fibrinógeno 
(1; 1,5 o 3 mg/ml) del biomaterial (CF o PF); de ácido tranexámico (4 mg/ml o 10% del 
volumen de biomaterial) y de cloruro cálcico (4 mg/ml o 10% del volumen de 
biomaterial), para determinar la formulación más idónea de andamiaje.  

El proceso utilizado para la elaboración de los andamiajes se representa en la Figura 48. 
Sobre el biomaterial, se añadió el medio de cultivo específico y las células estromales 
en P2. El ácido tranexámico (C8H15NO2) se utilizó como inhibidor de la fibrinólisis y el 
cloruro cálcico (CaCl2) para favorecer la polimerización del andamiaje de fibrina. 

 

 

 

 

 

 

 

Las diferentes combinaciones de andamiajes de crioprecipitado de plasma fresco se 
detallan en la Tabla 13. Las combinaciones de andamiajes de plasma fresco ensayadas 
se explican en la Tabla 14. 

+ =

Figura 48. Proceso de elaboración de andamiajes de fibrina. El volumen de cada matriz fue 100 µl y la 
densidad celular 10.000 células/ml.  

 

+

Medio                   
de cultivo 

Ácido Tranexámico 
(C8H15NO2) 

Componente 
celular Biomaterial Andamiaje de 

Fibrina 
CaCl2 

+ +
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Se homogeneizó la formulación resultante por pipeteo y se depositaron 100 µl en cada 
pocillo de una placa de cultivo de 96 pocillos. Se mantuvieron a 37˚C durante 2 horas, 
se comprobó su correcta polimerización y se añadieron 100 µl de MCF cubriendo toda 
la superficie del andamiaje. 

Tabla 13. Andamiajes tridimensionales con base de CF. (Vc=Volumen de CF) 

BIOMATERIAL CONCENTRACIÓN 
DE FIBRINÓGENO 

ÁCIDO 
 TRANEXÁMICO 

CaCl2 DENOMINACIÓ
N 

CÓDIGO 

Crioprecipitad
o 

(21 tipos de 
andamiajes) 

1 mg/ml 

CON (10%VC) CON 
(10%VC) 

COMPLETO  
(10% VC) 

CF1-I 

CON (10%VC) SIN SOLO AT  
(10% VC) 

CF1-II 

SIN CON 
(10%VC) 

SOLO CaCl2 

(10% VC) 
CF1-III 

SIN SIN NADA CF1-IV 

CON (4 mg/ml) CON  
(4 mg/ml) 

COMPLETO  
(4 mg/ml) 

CF1-V 

CON (4 mg/ml) SIN SOLO AT 

(4 mg/ml) 
CF1-VI 

SIN CON 
 (4 mg/ml) 

SOLO CaCl2 
(4 mg/ml) 

CF1-VII 

1,5 mg/ml 

CON (10%VC) CON 
(10%VC) 

COMPLETO 
 (10% VC) 

CF1,5-I 

CON (10%VC) SIN SOLO AT  
(10% VC) 

CF1,5-II 

SIN CON 
(10%VC) 

SOLO CaCl2 

(10% VC) 
CF1,5-III 

SIN SIN NADA CF1,5-IV 

CON (4 mg/ml) CON 
 (4 mg/ml) 

COMPLETO  
(4 mg/ml) 

CF1,5-V 

CON (4 mg/ml) SIN SOLO AT 

(4 mg/ml) 
CF1,5-VI 

SIN CON 
 (4 mg/ml) 

SOLO CaCl2 
(4 mg/ml) 

CF1,5-VII 

3 mg/ml 

CON (10%VC) CON 
(10%VC) 

COMPLETO 
 (10% VC) 

CF3-I 

CON (10%VC) SIN SOLO AT  
(10% VC) 

CF3-II 

SIN CON 
(10%VC) 

SOLO CaCl2 

(10% VC) 
CF3-III 

SIN SIN NADA CF3-IV 

CON (4 mg/ml) CON 
 (4 mg/ml) 

COMPLETO  
(4 mg/ml) 

CF3-V 

CON (4 mg/ml) SIN SOLO AT 

(4 mg/ml) 
CF3-VI 

SIN CON 
 (4 mg/ml) 

SOLO CaCl2 
(4 mg/ml) 

CF3-VII 
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Tabla 14. Andamiajes tridimensionales con base de PF. (VP=Volumen de PF) 

*En el caso de plasma fresco 1,5 mg/ml de fibrinógeno, la condición volumen de ácido tranéxamico y de 
CaCl2 equivalente al 10% del volumen de biomaterial usado coincide con la condición ácido tranéxamico (4 
mg/ml) y CaCl2 (4 mg/ml). 

BIOMATERIAL CONCENTRACIÓN 
DE FIBRINÓGENO 

ÁCIDO 
 TRANEXÁMICO 

CaCl2 DENOMINACIÓN CÓDIGO 

Plasma fresco 
(18 tipos de 
andamiajes) 

1 mg/ml 

CON (10%VP) CON 
(10%VP) 

COMPLETO  
(10% VP) 

PF1-I 

CON (10%VP) SIN SOLO AT  
(10% VP) 

PF1-II 

SIN CON 
(10%VP) 

SOLO CaCl2 

(10% VP) 
PF1-III 

SIN SIN NADA PF1-IV 

CON (4 mg/ml) CON 
 (4 mg/ml) 

COMPLETO  
(4 mg/ml) 

PF1-V 

CON (4 mg/ml) SIN SOLO AT 

(4 mg/ml) 
PF1-VI 

SIN CON 
(4mg/ml) 

SOLO CaCl2 
(4 mg/ml) 

PF1-VII 

1,5 mg/ml* 

CON (10%VP) CON 
(10%VP) 

COMPLETO  
(10% VP) 

PF1,5-I 

CON (10%VP) SIN SOLO AT  
(10% VP) 

PF1,5-II 

SIN CON 
(10%VP) 

SOLO CaCl2 

(10% VP) 
PF1,5-III 

SIN SIN NADA PF1,5-IV 

 
3 mg/ml 

CON (10%VP) CON 
(10%VP) 

COMPLETO 
 (10% VP) 

PF3-I 

CON (10%VP) SIN SOLO AT  
(10% VP) 

PF3-II 

SIN CON 
(10%VP) 

SOLO CaCl2 

(10% VP) 
PF3-III 

SIN SIN NADA PF3-IV 

CON (4 mg/ml) CON 
 (4 mg/ml) 

COMPLETO  
(4 mg/ml) 

PF3-V 

CON (4 mg/ml) SIN SOLO AT 

(4 mg/ml) 
PF3-VI 

SIN CON 
 (4 mg/ml) 

SOLO CaCl2 
(4 mg/ml) 

PF3-VII 
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Para cada estudio (n=3) se elaboraron 4 réplicas de cada uno de los 39 tipos de 
andamiaje, lo que se correspondió con 252 andamiajes elaborados a base de CF y 216 
andamiajes elaborados con PF, haciendo un total de 468 andamiajes objeto de estudio. 

Los andamiajes se mantuvieron en condiciones de cultivo durante 2 semanas. De las 4 
réplicas, una se utilizó para el análisis de la morfología celular mediante técnicas 
histológicas; dos réplicas se utilizaron para el estudio de proliferación celular mediante 
el método azul tripán y otra réplica se utilizó para el análisis de la distribución celular 
mediante microscopia electrónica de barrido. 

 

6.2.2. Análisis de la morfología celular 
 

Se observó la morfología celular mediante seguimiento diario con el microscopio 
invertido (Leica DMI). 

Tras 2 semanas de cultivo, los 21 tipos de andamiaje de CF y los 18 tipos de andamiaje 
de PF, de cada estudio (n=3) se analizaron mediante técnicas histológicas. Los 117 
andamiajes se extrajeron de los pocillos de plástico con ayuda de una pinza estéril. Las 
muestras se colocaron en cassettes de histología, previamente rotulados con la 
identificación correspondiente, y se fijaron en paraformaldehido al 4% durante un 
periodo mínimo de 72 horas previo al proceso de inclusión en parafina. 

Se utilizó un procesador automático de tejidos (Shandon-Excelsior™, Thermo Scientific), 
en el que las muestras se deshidrataron a través de una serie de concentraciones 
crecientes de alcohol (alcohol de 70°, alcohol de 90°, alcohol de 96°, alcohol absoluto) y 
finalmente xileno, durante 1 hora cada uno a temperatura ambiente, hasta su inmersión 
final en parafina (3 ciclos de 1 hora a 61˚C) (Figura 49-A). 

A continuación, se recuperaron las muestras del procesador y se embebieron en 
parafina líquida (Figura 49-B), en moldes metálicos específicos, en el inclusor (Leica 
EG1150M, Leica Microsystems). Posteriormente, se enfriaron los bloques en una placa 
refrigerada (Microm CP60, Mikron Instruments, Inc.), y se realizaron secciones de 5 µm 
de grosor en un microtomo de rotación monitorizado (Leica RM2.255, Leica 
Mycrosystems) (Figura 49-C). 

Los cortes obtenidos se introdujeron en un baño termostático de flotación (Termofin, 
Selecta) a 37˚C, recuperándose en un portaobjetos previamente rotulado (Figura 49-D).  

Las secciones obtenidas se tiñeron (Figura 49-E) con un protocolo estándar de 
hematoxilina-eosina (H-E) (Anexo II – Protocolo V), y posteriormente se visualizaron con 
un microscopio óptico directo de campo claro (BX61, Olympus). Las fotografías se 
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realizaron con una cámara anclada al microscopio (EC3, Leica) y se procesaron con un 
software específico (LAS V3.0, Leica).  

 

 

Figura 49. Instalaciones del laboratorio de  anatomía patológica. (A) Procesador automático de tejidos. (B) 
Inclusor de parafina. (C) Microtomo de rotación monitorizado. (D) Baño termostático de flotación. (E) 
Campana de extracción de gases en la que se realizaron las tinciones. 

 

Los andamiajes se evaluaron a través de un ensayo ciego según el grado de celularidad 
(alto, medio o bajo) y según el estado de la matriz tridimensional (estructurada, 
medianamente estructurada o desestructurada), Tabla 15. 

 

 

 

 

 

A 

B 

C 
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Tabla 15. Valoración de la estructura obtenida según la formulación del andamiaje. Se puntuó de menor (+) 
a mayor (+++) en base al criterio descrito. La puntuación más elevada para el grado de celularidad se 
correspondió con la mayor visualización de células en el andamiaje. Para el estado de la matriz 
tridimensional se asignó la mayor puntuación a los andamiajes mejor estructurados y sin retracción. 

EVALUACIÓN DE LOS ANDAMIAJES TRIDIMENSIONALES 

GRADO DE 
CELULARIDAD 

ALTO MEDIO BAJO 

Elevada presencia 
de núcleos (+++) 

Presencia de 
núcleos intermedia  

(++) 

Escasa presencia o 
ausencia de núcleos 

(+) 

ESTADO DE LA 
MATRIZ 

ESTRUCTURADA 
MEDIANAMENTE 
ESCTRUCTURADA 

DESESTRUCTURADA 

Matriz muy 
conservada (+++) 

Matriz poco 
conservada (++) 

Matriz 
completamente 
deteriorada (+) 

 

6.2.3. Análisis de la proliferación celular 
 

Para determinar el patrón proliferativo de las células estromales en el interior de los 
andamiajes tridimensionales a las 2 semanas, un total de 234 andamiajes de cada caso 
experimental (n=3), se recuperaron del pocillo con ayuda de una pinza estéril. Se 
depositaron en su correspondiente microtubo de 0,5 ml de volumen, que contenía 300 
µl de la solución colagenasa I a concentración 2 mg/ml. La digestión se prolongó durante 
12 horas en condiciones de incubación estándar de cultivo. Se centrifugó la solución de 
digestión (Centrífuga 5417R, Eppendorf), durante 10 minutos a 1.400 rpm (353 g) y el 
pellet obtenido se resuspendió en un volumen conocido de MCF y se determinó el 
número de células por mililitro mediante la técnica azul tripán. Se realizó el recuento de 
234 muestras. 

 

6.2.4. Análisis de la distribución celular 
 

Se utilizó la técnica de microscopía electrónica de barrido (Scanning Electron 
Microscope, SEM) para la visualización de la distribución celular en el interior del 
andamiaje en función de la composición. 

Tras 2 semanas de cultivo, los 21 tipos de andamiaje de CF y los 18 tipos de andamiaje 
de PF, de cada estudio (n=3) se analizaron mediante SEM. Los 117 andamiajes se 
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recuperaron del pocillo con ayuda de una pinza estéril y se sumergieron en PBS para un 
primer lavado. Después del lavado, las muestras extraídas se fijaron químicamente en 
una solución de glutaraldehído al 2,5% durante 48 horas, en oscuridad y a 4˚C. La 
visualización de las muestras, en el microscopio electrónico de barrido (JEOL 6.100), 
requirió una preparación previa de deshidratación, desecación y recubrimiento (Anexo 
II – Protocolo VI). Para la toma de fotografías se utilizó el programa JSM 5.000 (Figura 
50). 

 

Figura 50. Microscopía electrónica de barrido. (A) Desecación de las muestras. (B) Recubrimiento de oro de 
las muestras. (C) Aspecto de las muestras recubiertas, listas para visualizar al microscopio. (D) Microscopio 
de barrido. 

 

6.2.5. Selección del andamiaje idóneo 
 

De los resultados anteriores: proliferación celular, análisis histológico y SEM, se 
determinó cual era la composición del andamiaje ideal por poseer una matriz mejor 
conservada y un mayor número de células distribuidas homogéneamente. Las 
formulaciones seleccionadas para los estudios posteriores fueron: 

1. CF1,5-V: Andamiaje de fibrina con base de crioprecipitado de 1,5 mg/ml. 
2. CF3-V: Andamiaje de fibrina con base de crioprecipitado de 3 mg/ml. 
3. PF1,5-I: Andamiaje de fibrina con base de plasma de 1,5 mg/ml. 
4. PF3-V: Andamiaje de fibrina con base de plasma de 3 mg/ml. 
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Se cultivaron en su interior células estromales y en su superficie células epiteliales 
realizando estudios de proliferación celular, de morfología celular, de caracterización 
fenotípica y de distribución celular. 

ETAPA 2 

 

6.3. Células de la conjuntiva en la primera generación del 
hidrogel de fibrina 

 

6.3.1. Andamiaje de fibrina que contiene células estromales 
 

Los andamiajes se elaboraron según la formulación establecida en el apartado anterior 
y siguiendo el mismo protocolo para la polimerización. Se cultivaron en placas de cultivo 
de 24 pocillos, el volumen final fue 1 ml, y la densidad celular de siembra 10.000 células 
estromales P4/ml. Se analizó el comportamiento de las células estromales en P4 en el 
interior de los andamiajes. 

Para cada estudio (n=3) se elaboraron 9 réplicas de cada uno de los 4 tipos de 
andamiaje, lo que se correspondió con 54 andamiajes elaborados a base de CF y 54 
andamiajes elaborados con PF, haciendo un total de 108 andamiajes objeto de estudio. 

Los andamiajes se mantuvieron en condiciones de cultivo durante 2 semanas. De las 9 
réplicas, una se utilizó para el análisis de la morfología celular mediante técnicas 
histológicas y para el análisis fenotípico mediante técnicas inmunohistoquímicas; siete 
réplicas se utilizaron para el estudio de proliferación celular y una réplica se utilizó para 
el análisis de la distribución celular mediante microscopia electrónica de barrido. La 
composición específica de cada andamiaje se detalla en la Tabla 16 y el resumen de los 
estudios realizados en la Tabla 17. 
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Tabla 16. Composición de los andamiajes de fibrina que contienen células estromales. Volumen específico 
de cada componente en función del tipo de andamiaje. 

 Biomaterial 
 

MF 
 

Densidad 
celular 

 

Ácido 
Tranexámico 

CaCl2 

Andamiaje de fibrina con 
base de PF de 1,5 mg/ml de 

fibrinógeno 
400 µl 520 µl 10.000 cél/ml 40 µl 40 µl 

Andamiaje de fibrina con 
base de PF de 3 mg/ml de 

fibrinógeno 
800 µl 120 µl 10.000 cél/ml 40 µl 40 µl 

Andamiaje de fibrina con 
base de CF de 1,5 mg/ml de 

fibrinógeno 
330 µl 590 µl 10.000 cél/ml 40 µl 40 µl 

Andamiaje de fibrina con 
base de CF de 3 mg/ml de 

fibrinógeno 
660 µl 260 µl 10.000 cél/ml 40 µl 40 µl 
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Tabla 17. Resumen de los estudios realizados en los andamiajes que contienen células estromales. 
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6.3.1.1. Caracterización del andamiaje de fibrina que contiene células 
estromales 

 

Se observó la morfología celular mediante seguimiento diario con el microscopio 
invertido (Leica DMI). 

Tras 2 semanas de cultivo, un andamiaje de cada uno de los 4 tipos (n=3), en total 12 
muestras fueron recuperadas y colocadas en cassettes de histología, previamente 
rotulados. El análisis histológico se realizó como se ha descrito previamente en el 
apartado 6.2.2. Además de la tinción H-E, se realizó la tinción inmunohistoquímica para 
la detección de vimentina, descrita en el Anexo II – Protocolo VII, con objeto de 
comprobar el mantenimiento del fenotipo estromal de las células en el interior de los 
andamiajes. 

La determinación del patrón proliferativo de las células estromales en el interior de los 
andamiajes tridimensionales se realizó digiriendo una réplica de cada uno de los 4 tipos 
de andamiaje (n=3) cada 2 días durante 14 días. Se recuperaron 84 muestras que se 
depositaron en su correspondiente tubo de polipropileno de 15 ml de volumen, que 
contenía 1 ml de la solución colagenasa I a concentración 2 mg/ml. Se determinó el 
número de células por mililitro mediante la técnica azul tripán.  

Se utilizó la técnica SEM para la visualización de la distribución de las células estromales 
en el interior de los andamiajes como se ha descrito en el apartado 6.2.5. Se analizaron 
12 muestras. 

 

6.3.2. Andamiaje de fibrina que contiene células epiteliales 
 

Los andamiajes se elaboraron según la formulación establecida previamente pero sin 
contener células en su interior, debido a que las células epiteliales crecen en la 
superficie. Se probaron 4 tipos de andamiajes diferentes según su composición. El 
volumen final de cada andamiaje fue 1ml, y se cultivaron en placas de cultivo de 24 
pocillos. Cuando los andamiajes polmerizaron, se sembraron en su superficie células 
epiteliales en P4. La densidad celular de siembra fue 25.000 células/ml. Se elaboraron 9 
réplicas de cada tipo para poder realizar los estudios de caracterización (n=3). La 
composición específica de cada andamiaje se detalla en la Tabla 18. 
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Tabla 18. Composición de los andamiajes de fibrina que contienen células epiteliales. Volumen específico de 
cada componente en función del tipo de andamiaje. 

 Biomaterial 
 

MCE 
 

Densidad 
celular 

 

Ácido 
Tranexámico 

CaCl2 

Andamiaje de fibrina con 
base de PF de 1,5 mg/ml de 

fibrinógeno 
400 µl 520 µl 25.000 cél/ml 40 µl 40 µl 

Andamiaje de fibrina con 
base de PF de 3 mg/ml de 

fibrinógeno 
800 µl 120 µl 25.000 cél/ml 40 µl 40 µl 

Andamiaje de fibrina con 
base de CF de 1,5 mg/ml de 

fibrinógeno 
330 µl 590 µl 25.000 cél/ml 40 µl 40 µl 

Andamiaje de fibrina con 
base de CF de 3 mg/ml de 

fibrinógeno 
660 µl 260 µl 25.000 cél/ml 40 µl 40 µl 

 

6.3.2.1. Caracterización del andamiaje de fibrina que contiene células 
epiteliales 

 

Mediante seguimiento diario con el microscopio invertido (Leica DMI) se observó la 
morfología celular. 

Tras 2 semanas de cultivo, los 12 andamiajes se recuperaron y se colocaron en cassettes 
de histología, previamente rotulados. El análisis histológico se realizó como se ha 
descrito previamente. Además de la tinción H-E, se realizó la tinción 
inmunohistoquímica pancitoqueratina, descrita en el Anexo II – Protocolo VIII, para 
comprobar el mantenimiento del fenotipo epitelial en la superficie de los andamiajes. 

La determinación del patrón proliferativo de las células epiteliales en la superficie de los 
andamiajes tridimensionales se realizó digiriendo una réplica de cada uno de los 4 tipos 
de andamiaje por estudio cada 2 días durante 14 días. Se recuperaron 84 muestras que 
se depositaron en su correspondiente tubo de propileno de 15 ml de volumen, que 
contenía 1 ml de la solución colagenasa I a concentración 2 mg/ml. Se determinó el 
número de células por mililitro mediante la técnica azul tripán.  

Se utilizó la técnica SEM descrita anteriormente para la visualización de la distribución 
de las células epiteliales en la superficie de los andamiajes. Se analizaron 12 muestras. 
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ETAPA 3 

 

6.4. Análisis de la proliferación celular en andamiajes 
tridimensionales de fibrina mediante el método Alamar 
Blue (AB) 

 

El patrón de proliferación celular es el principal parámetro a analizar cuando se ensaya 
un nuevo biomaterial. Mediante el método Alamar Blue (AB) se determinó 
cuantitativamente la actividad metabólica de las células.  

El AB es un indicador de viabilidad celular basado en el poder reductor que caracteriza 
a las células viables al ser metabólicamente activas. 

El método AB está descrito para células en suspensión y células adheridas en superficies 
plásticas (TCPS, tissue-culture polystyrene), siendo el tiempo de incubación 
recomendado 4 horas. Sin embargo, al emplear un biomaterial tridimensional es 
necesario determinar el tiempo de incubación óptimo con el reactivo puesto que el 
colorante tarda en penetrar en la estructura. 

Para determinar el tiempo óptimo de incubación con AB para células estromales en P5 
cultivadas en el interior de los 4 tipos de andamiajes tridimensionales, se realizó un 
estudio comparativo (n=3) con células estromales en P5 cultivadas en TCPS para las 
mismas densidades celulares de siembra: 1x104, 2,5x104, 5x104, 7,5x104, 1x105, 2,5x105, 
5x105, 7,5x105, 1x106, 1,5x106 células/ml. 

A día 0 se sembraron las células en TCPS y se elaboraron los andamiajes tridimensionales 
conteniendo en su interior las densidades celulares anteriormente descritas. A día 1, se 
retiró el medio de cultivo de las de las células estromales en TCPS y se reemplazó por 
MCF que contenía 10% de AB (v/v). Sobre los andamiajes tridimensionales, un total de 
168 muestras, se añadió MCF fresco suplementado con 10% de AB (v/v). 

Se incubaron en condiciones de cultivo estándar durante 4 horas, pasado este tiempo 
se recuperaron 100 µl de cada solución, y se depositaron en una placa de cultivo de 96 
pocillos específica para medición fluorimétrica. La fluorescencia se midió en fluorímetro 
(Synergy HT, Bio-TEK), con una sensibilidad de 45 fmol, una longitud de onda de 
excitación de 560 nm y una longitud de onda de emisión de 590 nm. El análisis de los 
datos se realizó con el programa KC4 v3.3. Para los andamiajes tridimensionales el 
tiempo de incubación con el AB se prolongó hasta las 30 horas, realizando mediciones 
cada 2 horas. Cada vez que se recogió una alícuota de cada solución de incubación, se 
añadió una cantidad idéntica para evitar la concentración de la señal. 
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Se recogieron los datos de fluorescencia y se calculó el porcentaje de AB reducido 
aplicando la siguiente fórmula: 

 

% Reducción AB = [(FEstudio - FBlanco) / (F100% - FBlanco)] x 100 

 

FEstudio = Fluorescencia 590 nm del medio de cultivo de las células de estudio (Monocapa o Andamiaje 
tridimensional) 

FBlanco = Fluorescencia 590 nm del medio de cultivo sin células (TCPS o Andamiaje tridimensional) 

F100% = Fluorescencia 590 nm del AB 100% Reducido (Autoclavado durante 15 minutos) 

 

ETAPA 4 

 

6.5. Cocultivo en la primera generación de hidrogel de fibrina 
 

Se cultivaron simultáneamente los dos componentes celulares de la conjuntiva en los 4 
tipos de andamiajes tridimensionales mediante la técnica de cultivo en insert. 

A día 0, se construyó el andamiaje con base de fibrina tal y como se ha indicado 
previamente, siendo la densidad de células estromales P5 en el interior de cada tipo de 
andamiaje de 10.000 células/ml. La formulación de volumen de 1 ml se depositó en un 
insert específico para placa de cultivo de 24 pocillos. Los andamiajes se dejaron 
estabilizar en condiciones de cultivo estándar durante toda la noche. Al día siguiente, se 
sembraron sobre la superficie del andamiaje células epiteliales P5 a una densidad de 
25.000 células/ml utilizando MCE. Y se añadió también el MCF para alimentar a las 
células estromales del interior de la matriz (Figura 51). Se realizaron 5 estudios y el 
número de réplicas para cada uno de los 4 tipos de andamiaje fue 5 para poder realizar 
la caracterización a nivel de sistema: una réplica para los estudios de histología, otra 
réplica para el estudio de SEM y tres réplicas para la cuantificación proteica. Además, se 
elaboraron 3 réplicas de cada uno de los 4 tipos de andamiajes por estudio (n=5) que 
no contenían células en su composición, para actuar como control en la caracterización 
bioquímica.  
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Los andamiajes se mantuvieron en condiciones de cultivo estándar durante dos 
semanas. El medio de cultivo específico para cada tipo celular se reemplazó cada dos 
días. 

 

6.5.1. Estudios de histología 
 

Tras 2 semanas de cultivo, los 20 andamiajes se recuperaron y se colocaron en cassettes 
de histología, previamente rotulados. El análisis histológico se realizó como se ha 
descrito previamente. Además de la tinción H-E, se realizó la tinción Tricrómico de 
Masson, descrita en el Anexo II-Protocolo IX, para la visualización de las fibras de 
colágeno. 

 

 

 

Figura 51. Cocultivo de los componentes celulares de la conjuntiva. (A) A día 0, las células estromales P5 se 
cultivaron en el interior del andamiaje de fibrina que se depositó en el insert. (B) Al día siguiente se añadió 
MCF para alimentar a las células estromales. (C) Se sembraron las células epiteliales P5 sobre el andamiaje 
de fibrina utilizando MCE. 
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6.5.2. Análisis de la distribución celular 
 

Se utilizó la técnica SEM para la visualización de la codistribución de las células 
estromales y las células epiteliales en los 4 tipos de andamiaje de fibrina. Se analizaron 
20 muestras. 

 

6.5.3. Caracterización bioquímica 
 

Se utilizaron 60 andamiajes de fibrina en los cuales se habían cultivado 
simultáneamente células estromales y células epiteliales. Además, se realizó la 
caracterización bioquímica de 60 andamiajes de fibrina control, los cuales no tenían 
células en su composición.  

En primer lugar, se determinó el peso seco de los andamiajes. Se colocaron sobre 
fragmentos de papel de aluminio de 4 x 4 cm previamente rotulados y pesados en una 
báscula de precisión (ABZ100C, PCE). A continuación, las muestras se incubaron (1.500E, 
Shel Lab) durante una hora a 60˚C para desecarse. Después, se pesaron y se consideró 
el peso de la muestra como la diferencia entre el pesaje final y peso previo del 
fragmento de papel de aluminio. 

Se utilizaron kits colorimétricos comerciales específicos para cada componente 
extracelular: colágeno, elastina y glucosaminoglicanos (GAG). Para la detección de 
colágeno se utilizó el kit Sircol (Anexo II – Protocolo X), para la detección de la elastina 
se utilizó el kit Fastin (Anexo II – Protocolo XI) y para la detección de GAG se utilizó el kit 
Blyscan (Anexo II – Protocolo XII).  

Se midió la colorimetría obtenida por absorbancia, en el lector de placas (Multiskan EX, 
Labsystems), con los filtros recomendados por el fabricante. Se restó el blanco a la 
medida de absorbancia. 
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6.6. Análisis estadístico 
 

Se realizó el mismo análisis estadístico de los datos que en el capítulo I (apartado 5.3.5.) 
Se aplicó un modelo lineal generalizado y se comprobó la distribución normal de los 
residuos. 
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VI- CAPÍTULO 2. RESULTADOS 
 

6.7. Obtención y procesamiento de muestras biológicas 
 

6.7.1. Obtención del componente plasmático 
 

El volumen final de Plasma Fresco (PF) alicuotado fue 2100 ml. Se alicuotaron 700 
criotubos estériles de 3 ml, almacenados posteriormente a -80°C. El contenido de uno 
de los criotubos se utilizó para la determinación de la concentración de fibrinógeno. La 
concentración final de fibrinógeno en el PF fue 3,8 mg/ml. 

La unificación de las bolsas de Crioprecipitado de Plasma Fresco se correspondió con 
2010 ml de volumen final. Se alicuotaron 670 tubos estériles de 3 ml, almacenados a -
80°C. La determinación de la concentración final de fibrinógeno en el CF fue 4,5 mg/ml. 

 

ETAPA I 

 

6.8. Definición de la composición del hidrogel estándar 
 

Para la determinación de la composición del andamiaje más idóneo se analizaron 39 
formulaciones diferentes. A continuación, se describen los resultados obtenidos por 
cada tipo de técnica aplicada. 

 

6.8.1. Análisis de la morfología celular 
 

Mediante la técnica de tinción H-E, por la acción del colorante básico hematoxilina, se 
determinó la presencia de componente celular teñido de morado intenso; y la matriz 
extracelular teñida de rosa al contrastar con el colorante ácido eosina. Se analizaron 63 
andamiajes de CF y 54 andamiajes de PF. 

En la Figura 52 (A-G) se muestran los resultados obtenidos para los andamiajes de 
composición CF de concentración de fibrinógeno 1 mg/ml con la tinción H-E. Se observó 
una elevada presencia de componente celular y la matriz ampliamente estructurada. 
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Los resultados obtenidos para los andamiajes de composición CF de concentración de 
fibrinógeno 1,5 mg/ml con la tinción H-E se representan en la Figura 53 (A-G), Se 
observó una elevada presencia de componente celular y la matriz ampliamente 
estructurada. 

En la Figura 54 (A-G) se representan los resultados obtenidos para los andamiajes de 
composición CF de concentración de fibrinógeno 3 mg/ml con la tinción H-E. Se muestra 
una menor presencia de componente celular y la matriz menos estructurada. 

En la Figura 55 (A-G) se muestran los resultados obtenidos para los andamiajes de 
composición PF de concentración de fibrinógeno 1 mg/ml con la tinción H-E. Se observó 
una elevada presencia de componente celular y la matriz ampliamente estructurada. 

Los resultados obtenidos para los andamiajes de composición PF de concentración de 
fibrinógeno 1,5 mg/ml con la tinción H-E, se representan en la Figura 56 (A-G). Destaca 
una elevada presencia de componente celular y la matriz ampliamente estructurada. 

En la Figura 57 (A-G) se representan los resultados obtenidos para los andamiajes de 
composición PF de concentración de fibrinógeno 3 mg/ml con la tinción H-E. Se observó 
una menor presencia de componente celular y la matriz moderadamente estructurada. 

 

6.8.2. Análisis de la distribución celular 
 

Mediante la técnica microscopía electrónica de barrido, se determinó la presencia de 
componente celular distribuido en la matriz extracelular de cada tipo de andamiaje. Se 
analizaron 63 andamiajes de CF y 54 andamiajes de PF. 

En la Figura 52 (H-N) se muestran los resultados obtenidos para los andamiajes de 
composición CF de concentración de fibrinógeno 1 mg/ml mediante SEM. Se observó 
una elevada presencia de componente celular en una matriz ampliamente estructurada. 

Los resultados obtenidos para los andamiajes de concentración de fibrinógeno 1,5 
mg/ml de composición CF mediante SEM se muestran en la Figura 53 (H-N). Destaca 
una elevada presencia de componente celular distribuido en una matriz ampliamente 
estructurada. 

En la Figura 54 (H-N) se representan los resultados obtenidos para los andamiajes de 
composición CF de concentración de fibrinógeno 3 mg/ml mediante SEM. Se observó 
una menor presencia de componente celular y la matriz moderadamente 
estructurada. 
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Los resultados obtenidos para los andamiajes de composición PF de concentración de 
fibrinógeno 1 mg/ml mediante SEM se muestran en la Figura 55 (H-N). Se observó una 
elevada presencia de componente celular distribuido en una matriz ampliamente 
estructurada. 

En la Figura 56 (H-N) se representan los resultados obtenidos para los andamiajes de 
composición PF de concentración de fibrinógeno 1,5 mg/ml mediante SEM. Se 
muestra una elevada presencia de componente celular en una matriz ampliamente 
estructurada. 

Los resultados obtenidos para los andamiajes de composición PF de concentración de 
fibrinógeno 3 mg/ml mediante SEM se muestran en la Figura 57 (H-N). Se observó una 
menor presencia de componente celular en una matriz parcialmente estructurada. 
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Figura 52. Análisis del grado de celularidad y el estado de la matriz de composición crioprecipitado 1 mg/ml. 
(A-G) Tinción H-E. (H-N) Microscopía electrónica de barrido. 
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Figura 53. Análisis del grado de celularidad y el estado de la matriz de composición crioprecipitado 1,5 
mg/ml. (A-G) Tinción H-E. (H-N) Microscopía electrónica de barrido.  
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Figura 54. Análisis del grado de celularidad y el estado de la matriz de composición crioprecipitado 3 mg/ml.  
(A-G) Tinción H-E. (H-N) Microscopía electrónica de barrido. 
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Figura 55. Análisis del grado de celularidad y el estado de la matriz de composición plasma fresco 1 mg/ml. 
(A-G) Tinción H-E. (H-N) Microscopía electrónica de barrido. 
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Figura 56. Análisis del grado de celularidad y el estado de la matriz de composición plasma fresco 1,5 mg/ml. 
(A-G) Tinción H-E. (H-N) Microscopía electrónica de barrido. 
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Figura 57. Análisis del grado de celularidad y el estado de la matriz de composición plasma fresco 3 mg/ml. 
(A-G) Tinción H-E. (H-N) Microscopía electrónica de barrido. 
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6.8.3. Análisis de la proliferación celular 
 

La determinación del número de células estromales/ml en función de la composición 
del andamiaje se realizó mediante digestión enzimática con una solución de colagenasa 
2 mg/ml durante 24 horas. Se analizaron un total de 234 muestras: 126 pertenecientes 
a andamiajes de crioprecipitado de plasma fresco y 108 de andamiajes que contenían 
plasma fresco como biomaterial. 

A continuación, se representan los resultados obtenidos en función de la concentración 
del fibrinógeno del biomaterial. En la Figura 58, se observa como en los andamiajes de 
crioprecipitado de plasma fresco de 1 mg/ml de fibrinógeno, el número de células 
estromales/ml es significativamente mayor (p<0,001) cuando el andamiaje se compone 
de 4 mg/ml de ácido tranexámico y de CaCl2. 

 

Figura 58. Proliferación celular de los andamiajes de crioprecipitado de 1mg/ml de fibrinógeno. 

En la Figura 59 se representa el número de células estromales/ml en los andamiajes de 
crioprecipitado de plasma fresco de 1,5 mg/ml de fibrinógeno. Se determinó que el 
número de células estromales/ml es significativamente mayor (p<0,001) cuando el 
andamiaje se compone de 4 mg/ml de ácido tranexámico y de CaCl2. 
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Figura 59. Proliferación celular de los andamiajes de crioprecipitado de 1,5 mg/ml de fibrinógeno. 

En los andamiajes de crioprecipitado de plasma fresco de 3 mg/ml de fibrinógeno 
(Figura 60), el número de células estromales/ml también es significativamente mayor 
(p<0,001) cuando el andamiaje se compone de 4 mg/ml de ácido tranexámico y de 
CaCl2. 

 

 

Figura 60. Proliferación celular de los andamiajes de crioprecipitado de 3 mg/ml de fibrinógeno. 
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En la Figura 61 se representa el número de células estromales/ml en los andamiajes de 
plasma fresco de 1 mg/ml de fibrinógeno. Se determinó que el número de células 
estromales/ml es significativamente mayor (p<0,001) cuando el andamiaje está 
compuesto de 4 mg/ml de ácido tranexámico y de CaCl2. 

 

Figura 61. Proliferación celular de los andamiajes de plasma fresco de 1 mg/ml de fibrinógeno. 

En los andamiajes de plasma fresco de 1,5 mg/ml de fibrinógeno (Figura 62), el número 
de células estromales/ml también es significativamente mayor (p<0,001) cuando el 
andamiaje se compone de 4 mg/ml de ácido tranexámico y de CaCl2. 

 

Figura 62. Proliferación celular de los andamiajes de plasma fresco de 1,5 mg/ml de fibrinógeno. 
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En Figura 63, se observa como en los andamiajes de plasma fresco de 3 mg/ml de 
fibrinógeno, el número de células estromales/ml es significativamente mayor (p<0,05) 
cuando el andamiaje se compone de 4 mg/ml de ácido tranexámico y de CaCl2. 

 

 

Figura 63. Proliferación celular de los andamiajes de plasma fresco de 3 mg/ml de fibrinógeno. 

 

Del análisis de los resultados anteriores se determinó la composición idónea de los 
andamiajes de fibrina. Estableciéndose el andamiaje de composición completa (4 mg/ml 
ácido tranexámico y 4 mg/ml CaCl2) como objeto de estudio, utilizando como 
biomateriales plasma fresco y crioprecipitado de plasma fresco, a una concentración 
baja de fibrinógeno de 1,5 mg/ml y a una concentración alta de fibrinógeno, 3 mg/ml. 

Teniendo en cuenta la composición establecida, se cultivaron, por separado, los dos 
componentes celulares de la conjuntiva en los andamiajes de fibrina de primera 
generación: células estromales y células epiteliales.
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ETAPA II 

 

6.9. Células estromales de la conjuntiva en la primera 
generación de andamiaje de fibrina 

 

6.9.1. Estudio de proliferación celular 
 

El análisis de la proliferación celular de las células estromales en el interior de los 
andamiajes de fibrina de primera generación se representa en la Figura 64. El recuento 
de células estromales mediante digestión enzimática puso de manifiesto una mayor 
capacidad proliferativa cuanto menor era la concentración de fibrinógeno en el 
andamiaje, observándose diferencias significativas (p≤0,05) entre los andamiajes de 
plasma fresco de composición 1,5 mg/ml y 3 mg/ml. También se observaron diferencias 
significativas (p≤0,05) entre los andamiajes de plasma fresco y de crioprecipitado de 
plasma fresco para una misma concentración de fibrinógeno. En los andamiajes de 
crioprecipitado de plasma fresco de composición 3 mg/ml se detectó la menor 
capacidad proliferativa de las células estromales (p≤0,01). Se analizaron un total de 84 
andamiajes.  
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Figura 64. Proliferación celular de las células estromales en el interior de los andamiajes de fibrina 
de primera generación. Andamiaje de fibrina con base de CF de 1,5 mg/ml de fibrinógeno (n=3). 
Andamiaje de fibrina con base de CF de 3 mg/ml de fibrinógeno (n=3). Andamiaje de fibrina con 
base de PF de 1,5 mg/ml de fibrinógeno (n=3). Andamiaje de fibrina con base de PF de 3 mg/ml de 
fibrinógeno (n=3).**p≤0,01; *p≤0,05. 
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6.9.2. Análisis de la morfología celular 
 

El análisis histológico de los andamiajes de fibrina de primera generación mediante 
tinción H-E a las dos semanas de cultivo, permitió comprobar que las células estromales 
eran capaces de mantener su morfología fusiforme en el interior de los andamiajes 
independientemente del tipo de biomaterial y de la concentración de fibrinógeno 
(Figura 65). Se analizaron un total de 12 muestras. 
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Figura 65. Análisis de la morfología celular mediante tinción H-E en andamiajes de fibrina de primera 
generación que contienen células estromales. (A,B) Crioprecipitado de plasma fresco 1,5 mg/ml. (C,D) 
Crioprecipitado de plasma fresco 3 mg/ml. (E,F) Plasma fresco 1,5 mg/ml. (G,H) Plasma fresco 3 mg/ml. 
(A,C,E,G) 10X. (B,D,F,H) 40X. 
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6.9.3. Análisis de la distribución celular 
 

La técnica microscopía electrónica de barrido permitió observar la integración de las 
células estromales en el interior de los andamiajes de fibrina de primera generación así 
como su morfología. El andamiaje se distingue como una estructura tridimensional 
fibrilar (Figura 66), en el que las células estromales son capaces de integrarse. Se 
analizaron 12 muestras. 
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Figura 66. Análisis de la distribución celular mediante microscopía electrónica de barrido en andamiajes de 
primera generación que contienen células estromales. (A) Crioprecipitado de plasma fresco 1,5 mg/ml. (B) 
Crioprecipitado de plasma fresco 3 mg/ml. (C) Plasma fresco 1,5 mg/ml. (D) Plasma fresco 3 mg/ml. 
(A,C,E,G) 1000X. (B,D,F,H) 3000X. 
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6.9.4. Inmunohistoquímica 
 

El análisis inmunohistoquímico mediante el marcador vimentina permitió detectar la 
presencia de células estromales en el interior de los andamiajes de fibrina de primera 
generación (Figura 67). Se confirmó la presencia de este marcador específico de células 
estromales, tanto que en los andamiajes de fibrina con base de crioprecipitado de 
plasma fresco como en los andamiajes de fibrina con base de plasma fresco. Se 
analizaron un total de 12 muestras. 
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Figura 67. Análisis fenotípico mediante tinción inmunohistoquímica de vimentina de andamiajes de fibrina 
de primera generación que contienen células estromales. (A,B) Crioprecipitado de plasma fresco 1,5 mg/ml. 
(C,D) Crioprecipitado de plasma fresco 3 mg/ml. (E,F) Plasma fresco 1,5 mg/ml. (G,H) Plasma fresco 3 
mg/ml. (A,C,E,G) 10X. (B,D,F,H) 40X. 
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6.10. Células epiteliales de la conjuntiva en la primera generación 
de hidrogel de fibrina 

 

6.10.1. Estudio de proliferación celular 
 

El análisis de la proliferación celular de las células epiteliales en la superficie de los 
andamiajes de fibrina de primera generación se representa en la Figura 68. El recuento 
de células epiteliales mediante digestión enzimática determinó que no hubo diferencias 
significativas entre los andamiajes de plasma fresco y de crioprecipitado de plasma 
fresco independientemente de cual fuese la concentración de fibrinógeno. Se 
analizaron un total de 84 andamiajes. 

 

 

Figura 68. Proliferación celular de las células epiteliales en la superficie de los andamiajes de fibrina de 
primera generación. Andamiaje de fibrina con base de CF de 1,5 mg/ml de fibrinógeno (n=3). Andamiaje de 
fibrina con base de CF de 3 mg/ml de fibrinógeno (n=3). Andamiaje de fibrina con base de PF de 1,5 mg/ml 
de fibrinógeno (n=3). Andamiaje de fibrina con base de PF de 3 mg/ml de fibrinógeno (n=3). 

 

 

 

 

 

0

50000

100000

150000

200000

250000

0 2 4 6 8 10 12 14Cé
lu

la
s e

st
ro

m
al

es
/m

l

Tiempo en cultivo (días)

Proliferación celular de células epiteliales 

Andamiaje CF 1,5 mg/ml

Andamiaje CF 3 mg/ml

Andamiaje PF 1,5 mg/ml

Andamiaje PF 3 mg/ml

n=3



Ana Fernández González 
Desarrollo y optimización de andamiajes tridimensionales para el cultivo 
de células de la conjuntiva  

VI- CAPÍTULO 2.  
RESULTADOS 

 

169 
 

6.10.2. Análisis de la morfología celular 
 

El análisis histológico de los andamiajes de fibrina de primera generación mediante 
tinción H-E a las dos semanas de cultivo, determinó que las células epiteliales eran 
capaces de establecer un epitelio estratificado sobre la superficie de los andamiajes 
independientemente del tipo de biomaterial y de la concentración de fibrinógeno 
(Figura 69). Se analizaron un total de 12 muestras. 
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Figura 69. Análisis de la morfología celular mediante tinción H-E de células epiteliales sobre andamiajes de 
fibrina de primera generación.  (A,B) Crioprecipitado de plasma fresco 1,5 mg/ml. (C,D) Crioprecipitado de 
plasma fresco 3 mg/ml. (E,F) Plasma fresco 1,5 mg/ml. (G,H) Plasma fresco 3 mg/ml. (A,C,E,G) 10X. (B,D,F,H) 
40X. 
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6.10.3. Análisis de la distribución celular 
 

Mediante la técnica microscopía electrónica de barrido se observó el establecimiento 
de las células epiteliales sobre la superficie de los andamiajes de fibrina de primera 
generación (Figura 70). El andamiaje se distingue como una estructura tridimensional 
fibrilar, que actúa como soporte sobre el que se establecen las células epiteliales 
distinguiéndose su característica morfología poligonal. Se analizaron un total 12 
muestras. 
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Figura 70. Análisis de la distribución celular mediante microscopía electrónica de barrido de células 
epiteliales sobre andamiajes de fibrina de primera generación. (A) Crioprecipitado de plasma fresco 1,5 
mg/ml. (B) Crioprecipitado de plasma fresco 3 mg/ml. (C) Plasma fresco 1,5 mg/ml. (D) Plasma fresco 3 
mg/ml. (A,C,E,G) 1000X. (B,D,F,H) 3000X. 
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6.10.4. Inmunohistoquímica 
 

El análisis inmunohistoquímico mediante el marcador pancitoqueratina permitió 
detectar la presencia de células epiteliales en la superficie de los andamiajes de fibrina 
de primera generación (Figura 71). Tanto que en los andamiajes de fibrina con base de 
crioprecipitado de plasma fresco como en los andamiajes de fibrina con base de plasma 
fresco se confirmó la presencia de este marcador específico de células epiteliales. Se 
analizaron un total de 12 muestras. 
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Figura 71. Análisis fenotípico mediante tinción inmunhistoquímca de pancitoqueratina de células epiteliales 
sobre andamiajes de fibrina de primera generación. (A,B) Crioprecipitado de plasma fresco 1,5 mg/ml. (C,D) 
Crioprecipitado de plasma fresco 3 mg/ml. (E,F) Plasma fresco 1,5 mg/ml. (G,H) Plasma fresco 3 mg/ml. 
(A,C,E,G) 10X. (B,D,F,H) 40X. 

 

Después del análisis de los resultados obtenidos, se mantienen como biomateriales el 
plasma fresco y el crioprecipitado de plasma fresco a una baja y una alta concentración 
de fibrinógeno. Se utilizan varias opciones al tratarse de un estudio a nivel experimental 
que persigue la translación a clínica humana, para poder testar de este modo materiales 
de diferencias consistencias para elegir el mejor en función de su aplicación en 
quirófano. 
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ETAPA III 

6.11. Análisis de la proliferación celular en andamiajes 
tridimensionales de fibrina mediante el método Alamar Blue 
(AB) 

 

La señal de fluorescencia obtenida a partir de las células estromales sembradas en los 
andamiajes tridimensionales alcanzó la recta estándar a diferentes periodos de 
incubación con Alamar Blue. El periodo de incubación para los andamiajes de fibrina con 
base de crioprecipitado de 1,5 mg/ml de fibrinógeno (Figura 72) y para los andamiajes 
de fibrina con base de plasma de 1,5 mg/ml de fibrinógeno (Figura 74) fue de 26 horas, 
mientras que para los andamiajes de fibrina con base de crioprecipitado de 3 mg/ml de 
fibrinógeno (Figura 73) y para los andamiajes de fibrina con base de plasma de 3 mg/ml 
de fibrinógeno (Figura 75) se requierió de 30 horas de incubación. La recta estándar de 
cada tipo de andamiaje a base de fibrina se comparó con la recta estándar obtenida a 
partir de las células estromales conjuntivales cultivadas en monocapa. Cada imagen 
muestra el aspecto presentado por el medio de cultivo de cada densidad celular, el 
medio de cultivo contiene Alamar Blue reducido debido a la actividad metabólica del 
componente celular. 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 72. Porcentaje de reducción del Alamar Blue en el andamiaje de fibrina con base de crioprecipitado 
de 1,5 mg/ml de fibrinógeno.  
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Figura 73. Porcentaje de reducción del Alamar Blue en el andamiaje de fibrina con base de crioprecipitado 
de 3 mg/ml de fibrinógeno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 74. Porcentaje de reducción del Alamar Blue en el andamiaje de fibrina con base de plasma fresco de 
1,5 mg/ml de fibrinógeno. 
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Figura 75. Porcentaje de reducción del Alamar Blue en el andamiaje de fibrina con base de plasma fresco de 
3 mg/ml de fibrinógeno. 
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ETAPA IV 

 

6.12. Cocultivo en la primera generación de hidrogel de fibrina 
 

6.12.1. Estudios de histología 
 

En el estudio cocultivo, el análisis histológico de los andamiajes de fibrina de primera 
generación mediante tinción H-E a las dos semanas de cultivo, determinó que las células 
epiteliales eran capaces de establecer un epitelio estratificado sobre la superficie de los 
andamiajes y las células estromales de distribuirse en el interior del andamiaje. Las 
células epiteliales se caracterizaron por poseer una morfología poligonal en la superficie 
del andamiaje y las células estromales una morfología fusiforme en el interior del 
andamiaje independientemente del tipo de biomaterial y de la concentración de 
fibrinógeno (Figura 76). Se analizaron un total de 12 muestras. 
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Figura 76. Análisis de la morfología celular mediante tinción H-E de los andamiajes de primera generación 
que contienen células estromales en el interior y células epiteliales en la superficie. (A,B) Crioprecipitado de 
plasma fresco 1,5 mg/ml. (C,D) Crioprecipitado de plasma fresco 3 mg/ml. (E,F) Plasma fresco 1,5 mg/ml. 
(G,H) Plasma fresco 3 mg/ml. (A,C,E,G) 10X. (B,D,F,H) 40X. 
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Se utilizó la tinción Tricrómico de Masson para detectar la presencia de fibras colágenas, 
que se tiñeron de color azul al contrastar con el colorante ácido. La tinción Tricrómico 
de Masson, específica para el análisis de colágeno no fue efectiva en este tipo de 
andamiajes (Figura 77). Por la acción del colorante básico hematoxilina, se determinó la 
presencia de componente celular teñido de morado intenso. 
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Figura 77. Análisis de colágeno mediante tinción Tricrómico de Masson de los andamiajes de primera 
generación que contienen células estromales en el interior y células epiteliales en la superficie. (A,B) 
Crioprecipitado de plasma fresco 1,5 mg/ml. (C,D) Crioprecipitado de plasma fresco 3 mg/ml. (E,F) Plasma 
fresco 1,5 mg/ml. (G,H) Plasma fresco 3 mg/ml. (A,C,E,G) 10X. (B,D,F,H) 40X. 

 

6.12.2. Análisis de la distribución celular 
 

La utilización de la técnica de microscopía electrónica de barrido permitió visualizar las 
células estromales en el interior y las células epiteliales en la superficie de los 
andamiajes de fibrina de primera generación a las dos semanas de estudio. 

Mediante microscopía electrónica de barrido se detectó la integración de las células 
estromales en el interior de los andamiajes de fibrina de primera generación con 
crioprecipitado de plasma fresco en su composición (Figura 78-A,B,C,D) y también con 
plasma fresco (Figura 78-E,F,G,H). También se observó la morfología de las células 
epiteliales en la superficie. 
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Figura 78. Análisis de la distribución celular mediante la técnica microscopía electrónica de barrido de los 
andamiajes de primera generación que contienen células estromales en el interior y células epiteliales en la 
superficie. (A) Crioprecipitado de plasma fresco 1,5 mg/ml. (B) Crioprecipitado de plasma fresco 3 mg/ml. 
(C) Plasma fresco 1,5 mg/ml. (D) Plasma fresco 3 mg/ml. (A,C,E,G) 1000X. (B,D,F,H) 3000X. 
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6.12.3. Caracterización bioquímica 
 

Se realizó la cuantificación de las principales proteínas constituyentes de la matriz 
extracelular: colágeno, elastina y GAG, en todos los tipos de andamiaje de la primera 
generación de andamiaje de fibrina. La comparación se realizó entre el Estudio Control 
(andamiaje sin células) y el Estudio Cocultivo (andamiaje con células). 

 

6.12.3.1. Detección de colágeno 
 

Se detectó la presencia de colágeno utilizando el kit comercial Sircol, obteniéndose una 
reacción colorimétrica de tonalidad rojiza (Figura 79). Se analizaron los valores de 
absorbancia y se aplicó un análisis estadístico en base al modelo lineal generalizado 
(Figura 80). 

En el análisis ANOVA no se encontraron diferencias significativas para ninguno de los 
factores analizados (Tabla 19).  

Tabla 19. ANOVA de los factores Estudio, Biomaterial y Concentración en el análisis global de los datos. 

GL: Grados de libertad; P: Probabilidad.  

                 

 

 

 GL Valor F P (>F) 

Estudio 1 1,7859 0,1898  

Biomaterial 1 2,6715 0,1109  

Concentración 1 1,4155 0,2419  

Residuos 36    

Figura 79. Resultado colorimétrico obtenido al analizar la concentración de colágeno en los 
andamiajes de fibrina de la primera generación mediante el kit Sircol. 
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A continuación, se detallan los resultados obtenidos para cada factor analizado (estudio, 
biomaterial y concentración de fibrinógeno). 

ESTUDIO. Los resultados no mostraron diferencias significativas entre Control y 
Cocultivo (Figura 81). Esto indicó que el contenido de colágeno por miligramo (mg) de 
andamiaje analizado no disminuyó al cultivar células en el interior y en la superficie del 
andamiaje. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 80. Representación en cajas y bigotes de la concentración de colágeno en función del tipo de Estudio, 
Biomaterial y Concentración de fibrinógeno. Los resultados del análisis muestran que no existe un patrón 
claro en la distribución de la concentración de colágeno en función del tipo de Estudio, Biomaterial y 
Concentración de fibrinógeno, como había indicado previamente la ANOVA al no detectarse diferencias 
significativas. Los círculos se corresponden con valores atípicos.  CTRL (Control), CC (Cocultivo). )n=5. 

Figura 81. Representación en cajas y bigotes de la concentración de colágeno en función del tipo de Estudio. 
N/S: No significación; n=5. 
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BIOMATERIAL. Según se muestra en la Figura 82, no existieron diferencias en función 
del biomaterial utilizado para la elaboración del andamiaje. El contenido de colágeno 
fue similar en los andamiajes que llevaban en su composición el Biomaterial 
Crioprecipitado y Plasma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCENTRACIÓN. Este factor, según se muestra en la Figura 83, no tuvo influencia 
sobre el valor de la concentración de colágeno. El contenido fue similar en los 
andamiajes de Concentración de fibrinógeno 1,5 mg/ml y 3 mg/ml. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 83. Representación en cajas y bigotes de la concentración de colágeno en función de la 
Concentración de fibrinógeno. N/S: No significación; n=5. 

Figura 82. Representación en cajas y bigotes de la concentración de colágeno en función del tipo de 
Biomaterial. N/S: No significación; n=5. 
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Una vez realizado el análisis general de los datos, se procedió a un análisis 
individualizado en función de los diferentes factores a analizar: Estudio, Biomaterial y 
Concentración de fibrinógeno. 

ANÁLISIS INDIVIDUALIZADO EN FUNCIÓN DEL ESTUDIO 

En este apartado se realizó un análisis estadístico separando los datos en función del 
Estudio: Control y Cocultivo.  

CONTROL. Para el conjunto de datos seleccionados en este Estudio, después de realizar 
el ANOVA sobre el modelo lineal generalizado de dos factores, se observaron diferencias 
significativas para ambos factores: Biomaterial (p≤0,05) y Concentración (p≤0,01). 

La concentración de colágeno fue mayor en el Biomaterial Plasma respecto al 
Biomaterial Crioprecipitado (Figura 84-A). En cuanto a la Concentración de fibrinógeno 
se observó una relación inversamente proporcional, a menor concentración de 
fibrinógeno (1,5 ml/mg) en el andamiaje, la concentración de colágeno era 
significativamente mayor (Figura 84-B). 

 

 

 

 
 
 
 

Figura 84. Representación en cajas y bigotes de la concentración de colágeno en el Estudio Control según el 
Biomaterial y la Concentración de fibrinógeno. Concentración de colágeno según en Biomaterial (A) y la 
Concentración de fibrinógeno en su interior (B). Los círculos se corresponden con valores atípicos. *p≤0,05; 
**p≤0,01; n=5. 
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COCULTIVO. Se seleccionaron solamente los datos referentes a este Estudio y se realizó 
una ANOVA sobre el modelo lineal generalizado con los dos factores que pudieron 
afectar en la concentración de colágeno: Biomaterial y Concentración. 

No se detectaron diferencias significativas para el factor Biomaterial (Figura 85-A). Por 
el contrario, si se detectaron diferencias significativas (p≤0,05) para el factor 
Concentración, siendo el contenido en colágeno mayor cuanto mayor era la 
Concentración de fibrinógeno al contrario de lo que sucedía en los andamiajes sin 
células (Figura 85-B). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 85. Representación en cajas y bigotes de la concentración de colágeno en el Estudio Cocultivo según 
el Biomaterial y la Concentración. (A) Concentración de colágeno dependiendo del Biomaterial empleado. 
(B) Concentración de colágeno para las diferentes Concentraciones de fibrinógeno. Los círculos se 
corresponden con valores atípicos. *p≤0,05; N/S: No significación; n=5. 
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ANÁLISIS INDIVIDUALIZADO EN FUNCIÓN DEL BIOMATERIAL  

Se realizó un análisis estadístico separando los datos en función del Biomaterial: 
Crioprecipitado y Plasma. Analizando en cada grupo la influencia del factor Estudio y 
Concentración sobre el contenido de colágeno en los andamiajes. Los resultados de las 
dos ANOVA, solo mostraron diferencias significativas (p≤0,05) para el factor Estudio en 
el Biomaterial Plasma (Figura 86-B). En este caso, el cultivo de células en el andamiaje, 
contribuyó a la pérdida de colágeno en su estructura. Por el contrario, cuando el 
biomaterial utilizado fue Crioprecipitado, no afectó al contenido de colágeno en el 
andamiaje (Figura 86-A). Tampoco afectó a la concentración de colágeno la 
Concentración de fibrinógeno del biomaterial. 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 86. Representación en cajas y bigotes de la concentración de colágeno en el Biomaterial 
Crioprecipitado y Plasma según el Estudio. (A) Concentración de colágeno en el Biomaterial Crioprecipitado 
dependiendo del Estudio. (B) Concentración de colágeno en el Biomaterial Plasma dependiendo del Estudio. 
*p≤0,05; N/S: No significación; n=5. Nótese la diferencia de escala. 
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ANÁLISIS INDIVIDUALIZADO EN FUNCIÓN DE LA CONCENTRACIÓN 

En este apartado se realizó un análisis estadístico separando los datos en función de la 
Concentración de fibrinógeno: 1,5 mg/ml y 3 mg/ml.  

Para el conjunto de datos seleccionados de la concentración 1,5 mg/ml, después de 
realizar la ANOVA sobre el modelo lineal generalizado de dos factores, se observaron 
diferencias significativas para ambos factores: Estudio (p≤0,01) y Biomaterial (p≤0,05).  

Tras realizar el test de Tukey de comparación entre grupos, se detectaron diferencias 
significativas en el factor Estudio, siendo la concentración de colágeno mayor en el 
Estudio Control (Figura 87-A). Pero no hubo diferencias significativas para el factor 
Biomaterial.  

Se seleccionaron los datos referentes a la concentración de fibrinógeno 3 mg/ml y se 
realizó una ANOVA sobre el modelo lineal generalizado con los dos factores que 
pudieron afectar a la concentración de colágeno: Estudio (Figura 87-B) y Concentración. 
No se detectaron diferencias significativas para ninguno de los dos factores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 87. Representación en cajas y bigotes de la concentración de colágeno a la Concentración de 
fibrinógeno 1,5 mg/ml y 3 mg/ml según el Estudio. (A) Concentración de colágeno dependiendo del Estudio 
a la Concentración de fibrinógeno 1,5 mg/ml. (B) Concentración de colágeno dependiendo del Estudio a la 
Concentración de fibrinógeno 3 mg/ml. Los círculos se corresponden con valores atípicos. **p≤0,01; N/S: 
No significación; n=5. Nótese la diferencia de escala. 
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6.12.3.2. Detección de elastina 
 

La presencia de elastina se detectó utilizando el kit comercial Fastin, obteniéndose una 
reacción colorimétrica de tonalidad amarilla (Figura 88). Se analizaron los valores de 
absorbancia aplicando un análisis estadístico en base al modelo lineal generalizado 
(Figura 89). 

 

Figura 88. Resultado colorimétrico obtenido al analizar la concentración de elastina en los andamiajes de 
fibrina de la primera generación mediante el kit Fastin. 

 

En el análisis ANOVA se detectaron diferencias significativas para el factor Estudio 
(p≤0,001), pero no para los factores Biomaterial y Concentración (Tabla 20). El test de 
Tukey mostró diferencias significativas (p≤0,001) entre Control y Cocultivo. 

 

Tabla 20. ANOVA de los factores Estudio, Biomaterial y Concentración en el análisis global de los datos. 

GL: Grados de libertad; P: Probabilidad. ***p≤0,001. 

 

 

 GL Valor F P (>F) 

Estudio 1 28,6078 5,159e-06 *** 

Biomaterial 1 0,1314 0,7191  

Concentración 1 2,3270 0,1359  

Residuos 36    
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A continuación, se detallan los resultados obtenidos por factor de análisis (estudio, 
biomaterial y concentración de fibrinógeno). 

ESTUDIO. Los resultados mostraron diferencias muy significativas (p≤0,001) entre 
Control y Cocultivo (Figura 90). Esto indicó que el contenido de elastina por miligramo 
(mg) de muestra analizada disminuyó al cultivar células en el andamiaje. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 90. Representación en cajas y bigotes de la concentración de elastina en función del tipo de 
Estudio. El contenido de elastina fue claramente mayor en los andamiajes Control. ***p≤0,001; n=5. 

Figura 89. Representación en cajas y bigotes de la concentración de elastina en función del tipo de Estudio, 
Biomaterial y Concentración de fibrinógeno. Los resultados del análisis muestran un patrón claro en la 
distribución de la concentración de elastina en función del tipo de Estudio, como había indicado 
previamente la ANOVA al detectarse diferencias significativas. La concentración de elastina fue 
significativamente mayor cuando no se cultivaban células en el andamiaje, Estudio Control. No se 
detectaron diferencias significativas para el factor Biomaterial y el factor Concentración de fibrinógeno.  Los 
círculos se corresponden con valores atípicos.  CTRL (Control), CC (Cocultivo). n=5. 
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BIOMATERIAL. Según se muestra en la Figura 91, no existieron diferencias en función 
del Biomaterial utilizado para la elaboración del andamiaje. El contenido de elastina fue 
similar en los andamiajes de composición Crioprecipitado y en los de composición 
Plasma. 

 

 

 

 

 

 

 

CONCENTRACIÓN. Este factor, según se muestra en la Figura 92, no tuvo influencia 
sobre el valor de la concentración de elastina. El contenido de elastina fue similar en los 
andamiajes de concentración de fibrinógeno 1,5 mg/ml y 3 mg/ml. 

 

 

Figura 92. Representación en cajas y bigotes de la concentración de elastina en función de la Concentración 
de fibrinógeno. Los círculos se corresponden con valores atípicos. N/S: No significación; n=5. 

Una vez realizado el análisis general de los datos, se realizó un análisis individualizado 
en función de los diferentes factores a analizar: Estudio, Biomaterial y Concentración de 
fibrinógeno. 

 

Figura 91. Representación en cajas y bigotes de la concentración de elastina en función del tipo de 
Biomaterial. Los círculos se corresponden con valores atípicos. N/S: No significación; n=5. 
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ANÁLISIS INDIVIDUALIZADO EN FUNCIÓN DEL ESTUDIO 

Se realizó un análisis estadístico separando los datos en función del Estudio: Control y 
Cocultivo. Analizando en cada grupo la influencia del factor Biomaterial y Concentración 
sobre el contenido de elastina en los andamiajes. En el Estudio Control, el resultado de 
la ANOVA no mostro diferencias significativas para ambos factores. 

Para el conjunto de datos seleccionados en el Estudio Cocultivo, después de realizar la 
ANOVA sobre el modelo lineal generalizado de dos factores no se detectaron diferencias 
significativas para el factor Biomaterial (Figura 93-A), pero si existieron diferencias 
(p≤0,01) para el factor Concentración de fibrinógeno (Figura 93-B). La concentración de 
elastina fue mayor cuanto mayor fue la concentración de fibrinógeno, 3 mg/ml. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 93. Representación en cajas y bigotes de la concentración de elastina en el Estudio Cocultivo según 
el Biomaterial y la Concentración. (A) Concentración de elastina dependiendo del Biomaterial empleado. (B) 
Concentración de elastina para las diferentes Concentraciones de fibrinógeno. **p≤0,01; N/S: No 
significación; n=5. 
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ANÁLISIS INDIVIDUALIZADO EN FUNCIÓN DEL BIOMATERIAL 

En este apartado se realizó un análisis estadístico separando los datos en función del 
Biomaterial: Crioprecipitado y Plasma.  

En el análisis realizado sólo con los datos de Crioprecipitado se consideraron dos 
factores: Estudio y Concentración. Los resultados de la ANOVA mostraron la existencia 
de diferencias significativas (p≤0,05) para el factor Estudio. Tras realizar el test de Tukey 
de comparación entre grupos, se pudieron evidenciar diferencias significativas 
(p≤0,001) entre el Estudio Control y el Estudio Cocultivo (Figura 94-A). La concentración 
de elastina fue mayor en los andamiajes que no contenían células en su composición. 

Cuando se seleccionaron solamente los datos referentes al Biomaterial Plasma y se 
realizó la ANOVA sobre el modelo lineal generalizado con los dos factores que pudieron 
afectar en la concentración de elastina, se evidenció la existencia de diferencias 
significativas para ambos: Estudio (p≤0,01) y Concentración (p≤0,05). Se realizó la 
comparación entre grupos dentro de cada factor mediante el test de Tukey y sólo se 
detectaron diferencias entre el Estudio Control y Cocultivo (p≤0,01). El contenido de 
elastina fue mayor en los andamiajes del Estudio Control (Figura 94-B). Se confirmó que 
en este caso, la concentración de fibrinógeno no influyó en la concentración de elastina. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 94. Representación en cajas y bigotes de la concentración de elastina en el Biomaterial 
Crioprecipitado y Plasma según el Estudio. (A) Concentración de elastina en el Biomaterial Crioprecipitado 
según el Estudio. (B) Concentración de elastina en el biomaterial Plasma según el estudio. ***p≤0,001; 
**p≤0,01; N/S: No significación; n=5. Nótese la diferencia de escala. 
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ANÁLISIS INDIVIDUALIZADO EN FUNCIÓN DE LA CONCENTRACIÓN 
En este apartado se realizó un análisis estadístico separando los datos en función de la 
Concentración de fibrinógeno: 1,5 mg/ml y 3 mg/ml.  

Para los datos seleccionados de la concentración 1,5 mg/ml, después de realizar la 
ANOVA sobre el modelo lineal generalizado de dos factores, se observaron diferencias 
muy significativas para el factor Estudio (p≤0,001). Se comprobó nuevamente que la 
presencia de células en el andamiaje contribuye a la pérdida de elastina (Figura 95-A). 
No hubo diferencias entre los datos al analizar el factor Biomaterial.  

Para la concentración de fibrinógeno 3 mg/ml, se realizó una ANOVA sobre el modelo 
lineal generalizado con los dos factores que pudieron afectar a la concentración de 
elastina. Para el factor Estudio se detectaron diferencias significativas al hacer el test de 
Tukey entre sus grupos (p≤0,01), siendo mayor la concentración de elastina cuando no 
había células en el andamiaje (Figura 95-B). Por el contrario, el análisis del factor 
Biomaterial nos mostró que los diferentes orígenes de la fibrina no influyeron en la 
concentración de elastina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figura 95. Representación en cajas y bigotes de la concentración de elastina a la Concentración de 
Fibrinógeno 1,5 mg/ml y 3 mg/ml en función del estudio Estudio. (A) Concentración de elastina a la 
concentración de fibrinógeno 1,5 mg/ml según el Estudio. (B) Concentración de elastina a la 
concentración de fibrinógeno 3 mg/ml según el Estudio.. ***p≤0,001; **p≤0,01; N/S: No significación; 
n=5. Nótese la diferencia der escala. 
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6.12.3.3. Detección de GAG 
 

La presencia de GAG se detectó utilizando el kit comercial Blyscan, obteniéndose una 
reacción colorimétrica de tonalidad azulada (Figura 96). Se analizaron los valores de 
absorbancia aplicando un análisis estadístico en base al modelo lineal generalizado. 

 

 

Figura 96. Resultado colorimétrico obtenido al analizar la concentración de GAG en los andamiajes de fibrina 
de la primera generación mediante el kit Blyscan. 

 

En el análisis ANOVA se detectaron diferencias significativas para el factor Estudio 
(p≤0,001) y para el factor Concentración (p≤0,01) (Tabla 21). En cuanto al factor 
Biomaterial no hubo diferencias en la concentración de GAG cuando el andamiaje era 
de Crioprecipitado o de Plasma (Figura 97). El test de Tukey mostró diferencias 
significativas (p≤0,001) entre el Estudio Control y Cocultivo (Figura 98). La concentración 
de GAG fue significativamente mayor en el Estudio Cocultivo debido a la presencia de 
células secretoras de mucinas en su superficie. El test de Tukey del factor Concentración 
desveló que no hubo diferencias entre 1,5 mg/ml de fibrinógeno y 3 mg/ml de 
fibrinógeno en los andamiajes. 

 

Tabla 21. ANOVA de los factores Estudio, Biomaterial y Concentración en el análisis global de los datos. 

GL: Grados de libertad; P: Probabilidad. ** p≤0,01; ***p≤0,001. 

 

 GL Valor F P (>F) 

Estudio 1 75,9919 2,127e-10 *** 

Biomaterial 1 1,2633 0,268475  

Concentración 1 9,8478 0,003385 ** 

Residuos 36    
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A continuación, se detallan los resultados obtenidos para cada factor analizado (estudio, 
biomaterial y concentración de fibrinógeno). 

ESTUDIO. Los resultados mostraron diferencias muy significativas (p≤0,001) entre 
Control y Cocultivo (Figura 98). Esto indicó que la concentración de GAG aumentó 
considerablemente al cultivar células en los andamiajes, siendo capaces de continuar 
secretando mucinas en cultivo tridimensional.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 98. Representación en cajas y bigotes de la concentración de GAG en función del tipo de Estudio. El 
contenido de GAG fue significativamente mayor en los andamiajes que contenían células en su composición. 
Los círculos se corresponden con valores atípicos. ***p≤0,001; n=5. 

 

Figura 97. Representación en cajas y bigotes de la concentración de GAG en función del tipo de Estudio, 
Biomaterial y Concentración de fibrinógeno. Los resultados del análisis muestran un patrón claro en la 
distribución de la concentración de GAG en función del tipo de Estudio, como había indicado previamente 
la ANOVA al detectarse diferencias significativas. La concentración de elastina fue significativamente mayor 
cuando se cultivaban células en el andamiaje, Estudio Cocultivo. Se detectaron diferencias significativas 
para el factor Concentración de fibrinógeno. El factor Biomaterial no influyó en el contenido de GAG. Los 
círculos se corresponden con valores atípicos. CTRL (Control), CC (Cocultivo).  n=5. 
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BIOMATERIAL: Este factor, según se muestra en la Figura 99, no tuvo influencia sobre el 
valor de la concentración de GAG. El contenido de GAG fue similar en los andamiajes de 
composición Crioprecipitado y en los de composición Plasma. 

 

 

 

 

 

 

 

CONCENTRACIÓN. En la Figura 100 se muestra que este factor no tuvo influencia sobre 
el valor de la concentración de GAG. El contenido de GAG fue similar en los andamiajes 
de Concentración 1,5 mg/ml y 3 mg/ml de fibrinógeno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 99. Representación en cajas y bigotes de la concentración de GAG en función del tipo de Biomaterial. 
Los círculos se corresponden con valores atípicos. N/S: No significación; n=5 

Figura 100. Representación en cajas y bigotes de la concentración de GAG en función de la Concentración 
de fibrinógeno. N/S: No significación; n=5. 
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ANÁLISIS INDIVIDUALIZADO EN FUNCIÓN DEL ESTUDIO 

En este apartado se realizó un análisis estadístico separando los datos en función del 
Estudio: Control y Cocultivo.  

CONTROL. Para el conjunto de datos seleccionados en este Estudio, después de realizar 
el ANOVA sobre el modelo lineal generalizado de dos factores, no se observaron 
diferencias significativas para el factor Biomaterial y el factor Concentración (Figura 101-
A). 

COCULTIVO. Se seleccionaron solamente los datos referentes al Estudio Cocultivo y se 
realizó una ANOVA sobre el modelo lineal generalizado con los dos factores que 
pudieron afectar en la concentración de GAG. En este caso, el análisis no mostró 
diferencias para el factor Biomaterial, pero si para el factor Concentración (p≤0,001). 

Al realizar el análisis de Tukey, se comprobó que la concentración de GAG fue mayor 
cuanto menor era la concentración de fibrinógeno (Figura 101-B). Por lo tanto, se 
confirma que valores elevados de fibrinógeno en el andamiaje, contribuyen a una 
menor síntesis de GAG por parte de las células caliciformes de su composición. 

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Figura 101. Representación en cajas y bigotes de la concentración de GAG en el Estudio Control y Cocultivo 
según la Concentración de fibrinógeno. (A) Concentración de GAG en el Estudio Control dependiendo de la 
Concentración de fibrinógeno. (B) Concentración de GAG en el Estudio Cocultivo dependiendo de la 
Concentración de fibrinógeno. Los círculos se corresponden con valores atípicos. ***p≤0,001; N/S: No 
significación; n=5. Nótese la diferencia de escala entre el Estudio. 
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ANÁLISIS INDIVIDUALIZADO EN FUNCIÓN DEL BIOMATERIAL 
 
En este apartado se realizó un análisis estadístico separando los datos en función del 
Biomaterial: Crioprecipitado y Plasma.  

CRIOPRECIPITADO. En el análisis realizado sólo con los datos de Crioprecipitado se 
consideraron dos factores: Estudio y Concentración. Los resultados de la ANOVA 
mostraron la existencia de diferencias significativas para el factor Estudio (p≤0,001) y 
para el factor Concentración (p≤0,05). Tras realizar el test de Tukey de comparación 
entre grupos, se pudieron evidenciar diferencias significativas (p≤0,001) entre el Estudio 
Control y el Estudio Cocultivo (Figura 102-A). Sin embargo, no se evidenciaron 
diferencias significativas para el factor Concentración. 

PLASMA. Se seleccionaron solamente los datos referentes a este Biomaterial y se realizó 
una ANOVA sobre el modelo lineal generalizado con los dos factores que pudieron 
afectar en la concentración de GAG: Estudio y Concentración. Se detectaron diferencias 
significativas para el factor Estudio (p≤0,001). El test de Tukey mostró diferencias 
significativas (p≤0,001) entre el Estudio Control y Cocultivo (Figura 102-B).  

En resumen, la concentración de GAG fue claramente mayor en el Estudio Cocultivo 
debido a la presencia de células secretoras de mucinas en la superficie de los 
andamiajes, independientemente de cual fuese el Biomaterial utilizado en su 
formulación. 

 

 

 

         

 

 

 

 
 

Figura 102. Representación en cajas y bigotes de la concentración de GAG en el Biomaterial Crioprecipitado 
y Plasma según el Estudio. (A) Concentración de GAG en el Biomaterial Crioprecipitado dependiendo del 
Estudio. (B) Concentración de GAG en el Biomaterial Plasma dependiendo del Estudio. Los círculos se 
corresponden a valores atípicos. ***p≤0,001; N/S: No significación; n=5. Nótese la diferencia de escala. 
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ANÁLISIS INDIVIDUALIZADO EN FUNCIÓN DE LA CONCENTRACIÓN 
 
En este apartado se realizó un análisis estadístico separando los datos en función de la 
Concentración de fibrinógeno: 1,5 mg/ml y 3 mg/ml.  

1,5 mg/ml. Para el conjunto de datos seleccionados de esta Concentración, después de 
realizar la ANOVA sobre el modelo lineal generalizado se observaron diferencias 
significativas para el factor Estudio (p≤0,001) pero no para el factor Biomaterial (Figura 
103-A).  

3 mg/ml. Se seleccionaron solamente los datos de la Concentración de fibrinógeno 3 
mg/ml y se realizó una ANOVA sobre el modelo lineal generalizado con los dos factores 
que pudieron afectar en la concentración de GAG: Estudio y Biomaterial. Se encontraron 
diferencias significativas (p≤0,001) para el factor Estudio y no se detectaron diferencias 
significativas para el factor Biomaterial (Figura 103-B). 

En resumen, la concentración de GAG fue claramente mayor en el Estudio Cocultivo, 
independientemente de cual fuese la Concentración de fibrinógeno de su composición. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

 

Figura 103. Representación en cajas y bigotes de la concentración de GAG a la Concentración de Fibrinógeno 
1,5 mg/ml y 3 mg/ml en función del Estudio. (A) Concentración de GAG a la concentración de fibrinógeno 
1,5 mg/ml según el Estudio. (B) Concentración de GAG a la concentración de fibrinógeno 3 mg/ml según el 
Estudio. Los círculos se corresponden a valores atípicos.  ***p≤0,001; N/S: No significación; n=5. Nótese la 
diferencia de escala. 
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Los resultados obtenidos en el Capítulo 2 se pueden resumir en las siguientes 
observaciones. 

1. El diseño de andamiajes de fibrina utilizando como material biológico 
crioprecipitado de plasma fresco permite la proliferación de células estromales 
de conjuntiva porcina en su interior. 
 

2. El diseño de andamiajes de fibrina empleando plasma fresco como biomaterial 
biológico promueve en su interior la proliferación de células estromales de 
conjuntiva porcina. 
 
 

3. Los andamiajes de fibrina de primera generación utilizando como base 
crioprecipitado de plasma fresco, a una baja (1,5 mg/ml) y a una alta (3 mg/ml) 
concentración de fibrinógeno, permiten la proliferación de células estromales 
en su interior y el mantenimiento de sus características fenotípicas. Las células 
epiteliales son capaces de proliferar en la superficie del andamiaje, 
manteniendo su fenotipo. 
 

4. Los andamiajes de fibrina de primera generación utilizando plasma fresco como 
base de su composición, a una baja (1,5 mg/ml) y a una alta (3 mg/ml) 
concentración de fibrinógeno, promueve la proliferación de células estromales 
en su interior conservando sus características fenotípicas. Este tipo de 
andamiajes también facilitan la proliferación de las células epiteliales en la 
superficie del andamiaje, manteniendo su fenotipo. 
 
 

5. Es posible determinar la proliferación celular en el interior de los andamiajes de 
fibrina de primera generación a lo largo del tiempo utilizando la técnica Alamar 
Blue. 

 

6. El diseño de un modelo in vitro de conjuntiva porcina mediante ingeniería de 
tejidos utilizando crioprecipitado de plasma fresco como biomaterial es capaz 
de mantener el fenotipo de los componentes celulares de la conjuntiva, así 
como la composición bioquímica. 
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7. Es posible diseñar a partir de plasma de fresco un andamiaje tridimensional que 
permita el cultivo simultáneo de los dos componentes celulares principales de 
la conjuntiva. Las células estromales de su interior, así como las células 
epiteliales de su superficie, mantienen sus características fenotípicas. La 
composición bioquímica presenta valores similares a la conjuntiva nativa. 
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VI- CAPÍTULO 2. DISCUSIÓN 
 

La conjuntiva, junto con la córnea, se considera a nivel estructural y funcional, uno de 
los tejidos más importantes de la superficie ocular31,32,33. Enfermedades y lesiones que 
afecten a la conjuntiva, limitan la homeostasis y comprometen el correcto 
funcionamiento de la superficie ocular44. En lesiones severas, la ingeniería de tejidos 
representa una de las alternativas terapéuticas más exitosas para conseguir la 
reconstrucción óptima de la superficie ocular. 

Un sustitutivo conjuntival ideal debe cumplir varios criterios para garantizar su 
efectividad57: debe ser lo suficientemente elástico para facilitar su manejo y 
adaptabilidad a la zona de implante; debe ser biocompatible evitando la inflamación y 
el rechazo; debe tener una capa que promueva la proliferación del componente 
estromal y, a su vez, actúe como soporte para facilitar el asentamiento de la capa 
epitelial.   

La utilización de fibrina como biomaterial natural en la composición del andamiaje 
representa una apuesta prometedora, puesto que permite simular la estructura de la 
matriz extracelular de la conjuntiva y reproducir el ambiente nativo donde residen las 
células lo que facilita el mantenimiento de fenotipo celular in vitro. 

El cultivo tridimensional de células hace posible reproducir el ambiente nativo donde 
residen las células. En este estudio se determinó la composición del andamiaje idóneo 
para el tratamiento de trastornos de la superficie ocular que impliquen defectos 
conjuntivales, utilizando la fibrina como biomaterial. La fibrina, obtenida a partir de 
plasma fresco o de crioprecipitado de plasma fresco, se utilizó como componente para 
optimizar el diseño de diferentes andamiajes variando la concentración de fibrinógeno. 
Los andamiajes de fibrina testados se caracterizaron mediante la técnica histológica de 
la tinción H-E y por microscopía electrónica de barrido, revelando una morfología celular 
fusiforme y un alto grado de celularidad, así como una estructura tridimensional estable 
en los andamiajes de crioprecipitado de plasma fresco (Figura 53-E,L; Figura 54-E,L) y en 
los andamiajes de plasma fresco (Figura 56-E,L; -E,L). 

El fibrinógeno es una proteína soluble del plasma sanguíneo que representa el 1% del 
total de proteínas presentes en el plasma183, actúa promoviendo la adhesión y la 
proliferación celular106. Se considera un material biocompatible y biodegradable, que ha 
sido utilizado con éxito en el desarrollo de equivalentes de piel184,185, cartílago186–188 y 
córnea120. 

La concentración de fibrinógeno afecta a la proliferación celular y a la síntesis de 
colágeno129, y va a determinar el tamaño de poro del andamiaje. Una mayor 
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concentración de fibrinógeno se relaciona con un menor tamaño de poro. La porosidad 
de los andamiajes para dirigir las respuestas celulares promueve la alteración de las 
propiedades mecánicas de los andamiajes. 

En ingeniería tisular, se promueve el desarrollo de andamiajes altamente porosos para 
facilitar la difusión de los nutrientes y del oxígeno y la eliminación de los desechos189.  

En conclusión, el andamiaje de fibrina que contiene una mayor concentración de 
fibrinógeno presenta unas propiedades de manipulación adecuadas y, por lo tanto, es 
aplicable como un vehículo de suministro para células tales como fibroblastos190. 

Algunos investigadores, proponen la combinación de fibrina con otros biomateriales 
naturales, como el colágeno96–98,191, o con biopolímeros, como la agarosa74, o incluso 
con polímeros sintéticos biocompatibles, como el polidimetilsiloxano192, para mejorar 
las características mecánicas de los andamiajes.  

En este estudio, la utilización de la fibrina como biomaterial garantizó el desarrollo de 
un sustitutivo conjuntival de características similares a la conjuntiva nativa.  

La utilización de crioprecipitado de plasma fresco como fuente de fibrina para el 
establecimiento de los andamiajes de primera generación, nos ha permitido realizar un 
estudio comparativo con el plasma fresco. 

El análisis de la capacidad proliferativa de las células estromales en ambos tipos de 
andamiaje, reflejó que la proliferación celular en los andamiajes de plasma fresco es 
significativamente mayor, aunque la concentración de fibrinógeno sea la misma. Esta 
diferencia, hace pensar, que el proceso de obtención de los derivados sanguíneos 
influye posteriormente en el proceso de síntesis de la matriz extracelular, alterando la 
estructura tridimensional del andamiaje y dificultando la expansión celular en su 
interior.  

De este modo, podría explicarse también, que no existan diferencias significativas en el 
proceso de expansión celular de las células epiteliales sobre la superficie de los 
andamiajes. 

En relación a la caracterización inmunohistoquímica, tanto en los andamiajes de plasma 
fresco, como en los andamiajes de crioprecipitado de plasma fresco 
independientemente de la concentración de fibrinógeno en su composición, las células 
estromales han presentado positividad para el marcador vimentina. Además, las células 
epiteliales han sido capaces de seguir manteniendo reactividad para el marcador 
pancitoqueratina, poniendo de manifiesto su capacidad de expresión fuera del 
ambiente nativo. 
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En ingeniería tisular, cuando se quiere testar un nuevo andamiaje, uno de los 
parámetros a valorar es la capacidad proliferativa de las células en su interior. Para la 
determinación de este parámetro en células en monocapa, existen diferentes métodos, 
desde el uso de radioisótopos o moléculas marcadas radiactivamente, compuestos de 
tetrazolio que son reducidos a cristales de formazan por enzimas mitocondriales (MTT, 
XTT, MTS) o incorporación de BrdU (bromodesoxiuridina). El problema asociado a este 
tipo de técnicas es que requieren utilizar productos comerciales que resultan tóxicos 
para las células. 

Como alternativa a los métodos anteriores, en este estudio se utilizó el AlamarBlue®, un 
método no tóxico, que permite medir viabilidad celular en células cultivadas 
directamente en superficies plásticas, en andamiajes tridimensionales, en el tejido, o 
incluso en células encapsuladas193–197. 

Al tratarte de un método basado en el metabolismo celular, es conveniente tener en 
cuenta que cada tipo celular tiene un comportamiento único y unas propiedades 
específicas. 

En el año 2011, miembros de este grupo de investigación, determinaron que el tiempo 
de incubación óptimo con AlamarBlue® para determinar la proliferación de los 
fibroblastos dérmicos en andamiajes de fibrina era 6 horas; 2 horas más que el tiempo 
establecido para las células en monocapa122. 

En este nuevo estudio, al tratarse de un componente celular de diferente origen tisular 
y, testándose 4 andamiajes de composición diferente, se utilizó de nuevo el 
AlamarBlue® como método de medición. Los estudios realizados permitieron 
determinar que el tiempo de incubación óptimo para los andamiajes de crioprecipitado 
de plasma fresco de 1,5 mg/ml de fibrinógeno fue 26 horas. El mismo periodo de 
incubación fue necesario para los andamiajes de plasma fresco. En cambio, el tiempo 
de incubación óptimo para los andamiajes de crioprecipitado de plasma fresco de 3 
mg/ml de fibrinógeno y para los andamiajes de plasma fresco de 3 mg/ml de fibrinógeno 
fue 30 horas. El incremento en el tiempo de incubación estaría justificado por un menor 
tamaño de poro en el andamiaje, que dificultaría la penetración del colorante 
metabólico, siendo necesario un mayor tiempo de incubación. 

Cuando se aplica la técnica AlamarBlue®, hay que tener en cuenta, que el propio medio 
de cultivo puede dar señal, haciéndose necesario establecer un parámetro denominado 
blanco que restaremos al valor de fluorescencia obtenido198.  

El AlamarBlue® se presenta como un método fiable que permite medir de forma sencilla 
y rápida el número de células viables que hay en el interior del andamiaje tridimensional 
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en cualquier momento del estudio. Actualmente, se están desarrollando técnicas más 
complejas, basadas en la autofluorescencia, para determinar la viabilidad celular en el 
interior de los andamiajes tridimensionales199. 

En este estudio, hemos conseguido cultivar simultáneamente los dos componentes 
celulares principales de la conjuntiva, utilizando como andamiaje tridimensional dos 
alternativas de biomaterial biológico: crioprecipitado de plasma fresco y plasma fresco. 
El análisis histológico mediante la tinción H-E a las dos semanas de cultivo, puso de 
manifiesto, la correcta codistribución de las células estromales y las células epiteliales 
en los sustitutivos tisulares. Además, mediante microscopía electrónica de barrido, se 
pudieron visualizar ambos tipos celulares en la estructura tridimensional de cada uno 
de los 4 tipos de andamiaje de estudio.  

Por el contrario, la tinción Tricrómico de Masson no permitió determinar la presencia 
de fibras de colágeno en este tipo de andamiajes. Al no poder realizar una valoración 
cualitativa, a través del análisis de la composición bioquímica de los sustitutivos tisulares 
se consiguió obtener los valores cuantitativos de colágeno, elastina y 
glicosaminoglicanos. 

De este modo, se comprobó que en los andamiajes que no contenían células, la 
concentración de colágeno era mayor en los andamiajes de plasma, cuanto menor era 
la concentración de fibrinógeno. En cambio, durante el cocultivo el biomaterial no 
influyó en la concentración de colágeno, siendo mayor cuando mayor fue la 
concentración de fibrinógeno. 

Además, los valores de elastina disminuyeron significativamente cuando se cultivaron 
simultáneamente los dos tipos celulares conjuntivales. Por el contrario, el biomaterial 
no tuvo influencia en la concentración de elastina; pero una mayor concentración de 
fibrinógeno, se relacionó con una mayor concentración de elastina. 

Por el contrario, se comprobó que la concentración de glicosaminoglicanos fue 
significativamente mayor cuando se cultivaron las células en los sustitutivos tisulares y 
cuanto menor fue la concentración de fibrinógeno. Por lo tanto, las células epiteliales 
son capaces de mantener su capacidad secretora en cultivo tridimensional; y cuando el 
tamaño de poro del andamiaje es mayor, las células poseen mayor capacidad 
proliferativa. 

Por todo lo anterior, la utilización de la fibrina como biomaterial garantizó el desarrollo 
de un sustitutivo conjuntival que permite la proliferación de células estromales y actúa 
como soporte de células epiteliales conjuntivales que forman la capa epitelial. Las 
células son capaces de mantener sus capacidades fenotípicas, y la composición 
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bioquímica del andamiaje posee una menor concentración de colágeno y elastina, pero 
aumenta significativamente la concentración de glicosaminosglicanos. 
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El material empleado para el desarrollo del presente estudio está detallado en el Anexo 
I, mientras que los protocolos empleados aparecen descritos en el Anexo II. 

El tercer capítulo de este trabajo está basado en el diseño de andamiajes 
tridimensionales utilizando dos tipos de biomateriales biológicos derivados del proceso 
de descelularización de la conjuntiva porcina.  

Como segunda generación de andamiajes se utilizó conjuntiva porcina descelularizada. 
Para la tercera generación de andamiajes se elaboró una formulación innovadora 
utilizando como base la fibrina y las fibras obtenidas de la digestión de la conjuntiva 
porcina descelularizada (Figura 104). 

 

 

Figura 104. Esquema resumen de la composición de la segunda y tercera generación de andamiajes. 
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ETAPA 1: 

En una primera etapa, se aplicó un protocolo de descelularización basado en la 
combinación de choques osmóticos y choques de pH, en conjuntiva de origen porcino. 
Se probó la efectividad del protocolo comprobando la ausencia de componente celular 
mediante el análisis histológico y el ensayo Alamar Blue determinó la ausencia de 
viabilidad celular. Se valoró la estructura acelular tridimensional resultante a través de 
microscopía electrónica de barrido y se caracterizó biomecánicamente. Se realizó un 
ensayo de citotoxicidad de las soluciones de descelularización mediante la técnica de 
fluorescencia Live Dead (Figura 105). 

 

 

Figura 105. Estudio para comprobar la efectividad de un protocolo de descelularización en la conjuntiva 
porcina. Análisis histológico y determinación de la ausencia de viabilidad celular. Caracterización 
estructural, biomecánica y bioquímica de la matriz acelular tridimensional resultante. Ensayo citotóxico de 
las soluciones de descelularización. 
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ETAPA 2: 

Una vez comprobada la efectividad del protocolo de descelularización, se realizó un 
estudio de biocompatibilidad utilizando como base la conjuntiva porcina 
descelularizada y cultivando simultáneamente los dos tipos celulares conjuntivales: 
células estromales en el interior mediante inyección y células epiteliales en la superficie.  
Se determinó la capacidad de mantenimiento de la morfología de cada tipo celular 
mediante técnicas histológicas. La caracterización a nivel de sistema del cocultivo se 
llevó a cabo mediante estudios de microscopía electrónica de barrido y la determinación 
de su composición bioquímica (Figura 106). 

 

 

Figura 106. Cultivo de las células aisladas de la conjuntiva en conjuntiva descelularizada. Determinación de 
la morfología celular, la caracterización fenotípica de cada tipo celular, la distribución en el andamiaje y la 
composición bioquímica del andamiaje. 
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ETAPA 3: 

Por último, se elaboró un nuevo tipo de andamiaje utilizando como material biológico 
la fibrina y las fibras obtenidas de la digestión de la conjuntiva porcina descelularizada. 
Los dos tipos celulares de la conjuntiva se cultivaron simultáneamente para comprobar 
la biocompatibilidad del andamiaje: las células estromales formaron parte de la 
formulación del andamiaje y las células epiteliales se cultivaron sobre la superficie. 

Se determinó la capacidad de mantenimiento de la morfología de cada tipo celular 
mediante técnicas histológicas. La caracterización a nivel de sistema del cocultivo se 
llevó a cabo mediante estudios de microscopía electrónica de barrido, microscopía 
confocal y la determinación de su composición bioquímica (Figura 107). 

 

 

Figura 107. Cultivo de las células aisladas de la conjuntiva en un andamiaje de fibrina con fibras de 
conjuntiva descelularizada. Determinación de la morfología celular, la caracterización fenotípica de cada 
tipo celular, la distribución en el andamiaje, la viabilidad celular y la composición bioquímica del andamiaje. 
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VII- CAPÍTULO 3. MATERIAL Y MÉTODO 
 

ETAPA 1 

7.1. Descripción de un protocolo de descelularización óptimo 
 

7.1.1. Obtención y procesado de las muestras 
 

Se escindió el tejido conjuntival de la zona bulbar alrededor de todo el anillo corneo-
escleral de 5 ojos de cerdo. Cada muestra se dividió en dos secciones: una sección se 
utilizó como control sin sufrir ningún tipo de tratamiento y la otra sección se sometió a 
un proceso de descelularización. 

El protocolo utilizado para la descelularización de la conjuntiva porcina ha sido 
ampliamente probado por los miembros de este grupo de investigación. Se ha 
comprobado su efectividad en variedad de tejidos de diferentes orígenes200.  

 

7.1.2. Aplicación del protocolo de descelularización en la conjuntiva porcina 
 

El protocolo de descelularización aplicado está definido por 6 pasos secuenciales 
caracterizados por la incubación de las muestras en una solución hipotónica ácida (A) y 
posteriormente en una solución hipertónica básica (B). Finalizando con un tratamiento 
enzimático combinando desoxirribonucleasa I (DNAsa I, 50 µg/ml) y ribonucleasa A 
(RNAsa A, 40 µg/ml) para eliminar los posibles restos celulares. A continuación se 
detallan las etapas completas del protocolo de descelularización (Figura 108): 

PASO 1: Lavado de 24 horas a TªA (temperatura ambiente) con agua destilada estéril.  

PASO 2: Se introdujeron las muestras en la solución hipotónica (Anexo II – Protocolo 
XIII). En el Protocolo A/B esta solución fue ácida y, por tanto, se ajustó el pH entre 5-5,5. 
Las muestras se mantuvieron en esta solución hipotónica durante 48 horas a TªA.  

PASO 3: Las muestras se pusieron en contacto con la solución hipertónica (Anexo II – 
Protocolo XIV). En este caso el pH se ajustó entre 11-11,5 para la solución hipertónica 
básica del Protocolo A/B. Las muestras se mantuvieron en esta solución hipertónica 
durante 72 horas a TªA. 

PASO 4: Se llevaron a cabo 3 ciclos de lavado con PBS estéril de 10 minutos de duración 
bajo agitación orbital a 12.000 rpm en condiciones de TªA.  
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PASO 5: Se realizó un tratamiento enzimático con desoxirribonucleasa I (DNAsa I) (50 
µg/ml) y ribonucleasa A (RNAsa A) (40 µg/ml) (Anexo II – Protocolo XV). Se dejó actuar 
durante 7 horas en un incubador de cultivos celulares a 37°C, 5% CO2 y 95% de humedad 
relativa. 

PASO 6: Por último, se finalizó con otra serie de 3 ciclos de lavado en PBS de 10 minutos 
de duración bajo agitación orbital a 12.000 rpm en condiciones de TªA. 

Los ajustes de pH se alcanzaron con HCl 1 M y NaOH 2 M y todas las soluciones fueron 
preparadas en condiciones de asepsia. 
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Figura 108. Diagrama esquemático del protocolo de descelularización. Se pueden apreciar las etapas 
constituyentes, los cambios y desechos de soluciones que se producen en cada paso así como las condiciones 
experimentales que las caracterizan. 
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7.1.3. Caracterización de las estructuras acelulares obtenidas 
 

7.1.3.1. Estudios de histología 
 

Se obtuvieron 10 muestras para estudios histológicos: control (conjuntiva en fresco, 
n=5) y estudio (conjuntiva descelularizada, n=5). Se procesaron como se ha detallado 
en el punto 6.2.2. 

Las secciones obtenidas se tiñeron con un protocolo estándar de Hematoxilina-Eosina 
(H-E) (Anexo II – Protocolo V). Además de la tinción H-E, se realizó la tinción Tricrómico 
de Masson, descrita en el Anexo II-Protocolo IX, para la visualización de las fibras de 
colágeno. 

 

7.1.3.2. Estudios de microscopía electrónica de barrido (SEM) 
 

Se obtuvieron 10 muestras para estudios de microscopía electrónica de barrido: control 
(conjuntiva en fresco, n=5) y estudio (conjuntiva descelularizada, n=5). Se procesaron 
como se ha detallado en el punto 6.2.4. 

 

7.1.3.3. Viabilidad celular AlamarBlue® 
 

Se utilizó la técnica AlamarBlue® para determinar la viabilidad celular. Se realizó una 
toma de medidas a diferentes tiempos de incubación con el Alamar Blue de las matrices 
obtenidas después de la aplicación del protocolo de descelularización (n=5) 
considerando como control al proceso, la conjuntiva en Fresco (n=5). 

Los tejidos en Fresco y las matrices descelularizadas se procesaron en fragmentos de 3 
x 3 mm y se depositaron en una placa de 96 pocillos en una solución de medio de cultivo 
base (Dulbecco’s modified Eagle Medium, DMEM) suplementada con AlamarBlue® al 
10% (v/v). Tras añadir el medio, la placa se introdujó en el incubador de cultivos 
celulares a 37°C, 5% de CO2 y 95% de humedad relativa (Figura 109). 

A tiempo 4, 6, 8, 10, 12 y 24 horas de incubación se recuperaron 100 µl de la solución y 
se midió la fluorescencia con una sensibilidad de 45 fmol, una longitud de onda de 
excitación de 560 nm y una longitud de onda de emisión de 590 nm, en el fluorímetro 
(Synergy HT, Bio-TEK). Para las mediciones se utilizaron placas de 96 pocillos. Cada vez 
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que se recogió una alícuota de la solución para la medida de la fluorescencia, se añadió 
una cantidad idéntica, para evitar una concentración en la señal. A la medida de 
fluorescencia se restó el valor obtenido en el blanco. 

 

Figura 109. Representación esquemática del protocolo para la medida de viabilidad celular. Se añadió la 
solución de cultivo base suplementada con AlamarBlue® y se midieron, por fluorescencia, las muestras 
extraídas a 6 tiempos diferentes. 

 

7.1.3.4. Valoración del estado de la matriz extracelular: estudio biomecánico 
 

Después de la aplicación del protocolo de descelularización, mediante ensayos 
biomecánicos se valoró el posible daño generado en la matriz extracelular. Para ello se 
realizó un test de tensión uniaxial con un tensiómetro (Imperial 1.000, Mecmesin) de 
carga 1.000 Newton (N).  

Los ensayos se realizaron a TªA sobre fragmentos de conjuntiva de 20 mm de longitud 
y 5 mm de ancho: conjuntiva en Fresco (n=5) y conjuntiva descelularizada (n=5).  

Al principio de las mediciones hasta precarga se utilizó una velocidad de avance de 75 
mm/min. Una vez que se alcanzó el estado de precarga, la velocidad de avance hasta 
ruptura continuó a 75 mm/min. Se consideraron los datos de: Fuerza de rotura (N), 
Rigidez (N/mm), Tensión de rotura (MPa) y Módulo elástico, o de Young, (MPa).  
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7.1.3.5. Citotoxicidad residual del medio de descelularización 
 

Con objeto de conocer si los reactivos químicos empleados en la elaboración de la 
solución hipotónica e hipertónica de descelularización se pudiesen mantener en 
concentraciones residuales dentro de la matriz acelular se realizó un ensayo de 
citotoxicidad. 

En la evaluación de la posible citotoxicidad de los restos de las soluciones 
descelularizantes en las muestras, se utilizó el líquido del último lavado con PBS del 
protocolo de descelularización. Simultáneamente, se recuperaron células estromales y 
células epiteliales en P5, y se sembraron en cámaras de cultivo celular de 8 pocillos a 
una densidad inicial de 5x103 células/cm2. El líquido de lavado se mezcló con el medio 
de cultivo específico para cada tipo celular en una proporción 1:1 y se filtró mediante 
un sistema de vacío. 

Se utilizó la mezcla de medio de cultivo-líquido de lavado, preparado anteriormente, 
para añadirlo a las células cada 2-3 días durante un periodo total de 14 días. 

Se consideró la realización de dos controles: positivo y negativo. Como control positivo 
se realizó el cambio de medio con el medio de cultivo específico para cada tipo celular. 
Como control negativo, se realizó el cambio de medio sólo con el medio de cultivo 
específico para cada tipo celular y 24 horas antes de realizar el ensayo de viabilidad 
celular, se añadió dimetilsulfóxido (DMSO) para provocar la muerte de las células en 
cultivo.  

Transcurrido el tiempo de estudio, se procedió a la realización del ensayo Live/Dead 
para la visualización de células vivas y muertas (Figura 110). Se añadieron 200 µl de los 
reactivos: 2 µM de calceína AM y 4 µM de homodímero de etidio (Eth D-1), preparado 
sobre PBS, se incubó durante 40 minutos a TªA. Después de la incubación se realizó un 
lavado intenso con PBS para retirar el exceso de marcaje. La fluorescencia se visualizó 
con el microscopio láser confocal (TE2.000-U, Nikon Eclipse) y se cuantificaron las 
células vivas y muertas obtenidas, así como el porcentaje de viabilidad mediante el 
programa de análisis de imágenes ImageJ. 
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Figura 110. Esquema del funcionamiento del marcaje celular Live/Dead. La calceína AM tiñe el citoplasma 
de las células viables en verde. El homodímero de etidio tiñe los núcleos de las células muertas en rojo. 

 

7.1.3.6. Valoración del estado de la matriz extracelular: estudio bioquímico 
 

Se recogieron 10 muestras de conjuntiva: en Fresco (n=5) y descelularizadas (n=5). 

Se utilizaron kits colorimétricos comerciales específicos para cada componente 
extracelular: colágeno, elastina y glicosaminoglicanos (GAG), tal y como se detalló en el 
apartado 6.5.3. 

Se midió la colorimetría obtenida por absorbancia, en el lector de placas (Multiskan EX, 
Labsystems), con los filtros recomendados por el fabricante. Se restó el blanco a la 
medida de absorbancia. 

 

7.1.3.7. Inmunohistoquímica 
 

Se obtuvieron 10 muestras para estudios inmunohistoquímicos: control (conjuntiva en 
fresco, n=5) y estudio (conjuntiva descelularizada, n=5). Se procesaron como se ha 
detallado en el punto 6.2.2. 

Las secciones obtenidas se sometieron a diferentes tinciones: Vimentina (Anexo II-
Protocolo VII) y Pancitoqueratina (Anexo II-Protocolo VIII). 
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ETAPA 2 

 

7.2. Diseño de la segunda generación de andamiajes empleando 
como base conjuntiva descelularizada 

 

7.2.1. Obtención de muestras 
 

Se escindió el tejido conjuntival de la zona bulbar alrededor de todo el anillo corneo-
escleral de 5 ojos de cerdo. Se sometió a las muestras al protocolo de descelularización 
descrito en la etapa 1. 

 

7.2.2. Protocolo de elaboración: recelularización de conjuntiva porcina 
descelularizada con células conjuntivales 

 

Las células estromales y epiteliales que se utilizaron como componente celular en el 
proceso de recelularización provenían del estudio desarrollado en el capítulo I. Las 
células conjuntivales se mantuvieron en cultivo hasta el correspondiente pase celular 
de estudio y, cuando alcanzaron el estado de preconfluencia, se tripsinizaron para 
conseguir la individualización celular. El recuento celular se realizó mediante la técnica 
azul tripán. 

Utilizando como andamiaje la conjuntiva descelularizada (n=5) se cultivaron 
simultáneamente los dos componentes celulares de la conjuntiva (Figura 111). 

Para ello fue necesaria la realización de tres etapas: en un primer paso se fijó la 
conjuntiva descelularizada de tamaño 5x5 mm a la base de una placa de poliestireno de 
96 pocillos; en un segundo paso se inyectaron las células estromales y para finalizar se 
sembraron las células epiteliales. Se dejó evolucionar durante dos semanas. 

PASO 1- FIJACIÓN DEL TEJIDO DESCELULARIZADO  

Sobre la mezcla de plasma fresco (400 µl/ml) y MCF se añadió ácido tranexámico (4 
mg/ml) para prevenir la fibrinólisis de la fibrina y, por último, se añadió cloruro cálcico 
(4 mg/ml) como activador del mecanismo de coagulación.  

Se añadieron 100 µl de la mezcla en cada pocillo de la placa de 96 y se fijó la muestra 
de conjuntiva descelularizada a la mezcla. Se introdujo la placa de cultivo en el 
incubador de cultivos celulares a 37°C, 5% CO2 y 95% de humedad relativa. 
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PASO 2- INYECCIÓN DE CÉLULAS ESTROMALES  

Cuando la fibrina polimerizó y los fragmentos de conjuntiva se encontraban adheridos 
a la base del pocillo, se inyectaron las células estromales a P5, empleando una jeringa 
de 1 ml, a una densidad de 10.000 células/ml en un volumen de 100 µl de MCF. Los 
andamiajes se dejaron estabilizar en condiciones de cultivo estándar durante toda la 
noche. 

PASO 3- SIEMBRA DE CÉLULAS EPITELIALES EN LA SUPERFICIE  

Al día siguiente, se sembraron sobre la superficie del andamiaje las células epiteliales a 
P5 una densidad de 25.000 células/ml utilizando 100 µl de MCE. Se realizaron 5 estudios 
y el número de réplicas fue 5 para poder realizar la caracterización a nivel de sistema: 
una réplica para los estudios de histología, otra réplica para el estudio de SEM y tres 
réplicas para la cuantificación proteica.  

Los andamiajes se mantuvieron en condiciones de cultivo estándar durante dos 
semanas. El MCE se reemplazó cada dos días. 

 

 Figura 111. Cocultivo de los componentes celulares de la conjuntiva en el andamiaje de  2ª 
generación. (A) Fijación de la conjuntiva descelularizada a la placa utilizando fibrina. (B) 
Inyección de células estromales P5 en la conjuntiva descelularizada. (C) Se sembraron las 
células epiteliales P5 sobre la conjuntiva descelularizada utilizando MCE. 
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7.2.2.1. Estudios de histología 
 

Tras 2 semanas de cultivo, los 5 andamiajes se recuperaron y se colocaron en cassettes 
de histología, previamente rotulados. El análisis histológico se realizó como se ha 
descrito en la sección 6.2.2. Además de la tinción H-E, se realizó la tinción Tricrómico de 
Masson, descrita en el ANEXO II-Protocolo IX, para la visualización de las fibras de 
colágeno. 

 

7.2.2.2. Estudios de microscopía electrónica de barrido (SEM) 
 

Se utilizó la técnica SEM descrita en la sección 6.2.4. para la visualización de la 
codistribución de las células estromales y las células epiteliales en el andamiaje de 
conjuntiva descelularizada. Se analizaron 5 muestras. 

 

7.2.2.3. Caracterización bioquímica 
 

Se utilizaron 15 andamiajes de fibrina en los cuales se habían cultivado 
simultáneamente células estromales y células epiteliales. Además, se realizó la 
caracterización bioquímica de 15 andamiajes de conjuntiva descelularizada fijada con 
fibrina como control, los cuales no tenían células en su composición. Según el protocolo 
de preparación de muestras descrito en la sección 6.5.3. 
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ETAPA 3 

 

7.3. Diseño de la tercera generación de andamiajes de fibrina 
utilizando como base fibras obtenidas de la digestión enzimática 
de la conjuntiva descelularizada 

 

7.3.1. Obtención de muestras 
 

Se utilizaron 5 conjuntivas de la zona bulbar. Se sometieron al protocolo de 
descelularización A/B para posteriormente ser adaptadas a un tamaño de 10 mm x 3 
mm. Las muestras se digirieron en 500 µl de solución de colagenasa (2 mg/ml) durante 
24 horas. La solución resultante se centrifugó (centrífuga modelo 5427 R), se descartó 
el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 3 ml de MCF. 

 

7.3.2. Protocolo de elaboración: Cocultivo de células conjuntivales en 
el andamiaje de fibrina elaborado con la solución obtenida tras 
la digestión de la conjuntiva descelularizada 

 

Los andamiajes tridimensionales de la tercera generación, se elaboraron siguiendo el 
protocolo descrito en los andamiajes de la primera generación 6.2.1., añadiendo en su 
composición la solución resultante del proceso de digestión de la conjuntiva 
descelularizada (Tabla 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ana Fernández González 
Desarrollo y optimización de andamiajes tridimensionales para el cultivo 
de células de la conjuntiva 

VII- CAPÍTULO 3.  
MATERIAL Y MÉTODO 

 

222 
 

Tabla 22. Resumen de los componentes en la elaboración de los andamiajes de tercera generación. 

 Biomaterial 
 

MF 
 

Densidad 
celular 

 

Solución de 
digestión de 
conjuntiva 

descelularizada 

Ácido 
Tranexámico 

CaCl2 

Andamiaje de 
fibrina con 

base de PF de 
1,5 mg/ml de 
fibrinógeno 

400 µl 420 µl 
10.000 
cél/ml 

100 µl 40 µl 40 µl 

Andamiaje de 
fibrina con 

base de PF de 3 
mg/ml de 

fibrinógeno 

800 µl 20 µl 
10.000 
cél/ml 

100 µl 40 µl 40 µl 

Andamiaje de 
fibrina con 

base de CF de 
1,5 mg/ml de 
fibrinógeno 

330 µl 490 µl 
10.000 
cél/ml 

100 µl 40 µl 40 µl 

Andamiaje de 
fibrina con 

base de CF de 3 
mg/ml de 

fibrinógeno 

660 µl 160 µl 
10.000 
cél/ml 

100 µl 40 µl 40 µl 

 

A día 0, se construyó el andamiaje con base de fibrina tal y como se ha indicado 
previamente incluyendo es su composición la solución de digestión de conjuntiva 
descelularizada, siendo la densidad de células estromales P5 en el interior de cada tipo 
de andamiaje de 10.000 células/ml. La formulación de volumen 1 ml se depositó en un 
insert específico para placa de cultivo de 24 pocillos. Los andamiajes se dejaron 
estabililizar en condiciones de cultivo estándar durante toda la noche.  

Al día siguiente, se sembraron sobre la superficie del andamiaje células epiteliales a P5 
una densidad de 25.000 células/ml utilizando MCE. Se añadió también el MCF para 
alimentar a las células estromales del interior de la matriz (Figura 112). Se realizaron 5 
estudios y el número de réplicas para cada uno de los 4 tipos de andamiaje fue 6 para 
poder realizar la caracterización a nivel de sistema: una réplica para los estudios de 
histología, una réplica para el estudio de SEM, otra réplica para el estudio de viabilidad 
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celular y tres réplicas para la cuantificación proteica. Se elaboraron un total de 120 
andamiajes. 

 

 

 

 

 

7.3.2.1. Estudios de histología 
 

Tras 2 semanas de cultivo, los 20 andamiajes se recuperaron y se colocaron en cassettes 
de histología, previamente rotulados. El análisis histológico se realizó como se ha 
descrito en el apartado 6.2.2. Además de la tinción H-E, se realizó la tinción Tricrómico 
de Masson, descrita en el ANEXO II-Protocolo VIII, para la visualización de las fibras de 
colágeno. 

7.3.2.2. Estudios de microscopía electrónica de barrido (SEM) 
 

Para la visualización de la codistribución de las células estromales y las células epiteliales 
en el andamiaje de conjuntiva descelularizada se utilizó la técnica SEM. Se analizaron 20 
muestras. 

 

Figura 112. Cocultivo de los componentes celulares de la conjuntiva en el andamiaje de 3ª generación. (A) 
A día 0, las células estromales P5 se cultivaron en el interior del andamiaje de fibrina con fibras de conjuntiva 
descelularizada que se depositó en el insert. (B) Al día siguiente se añadió MCF para alimentar a las células 
estromales. (C) Se sembraron las células epiteliales P5 sobre el andamiaje de fibrina y fibras de la conjuntiva 
descelularizada utilizando MCE. 

 



Ana Fernández González 
Desarrollo y optimización de andamiajes tridimensionales para el cultivo 
de células de la conjuntiva 

VII- CAPÍTULO 3.  
MATERIAL Y MÉTODO 

 

224 
 

 

7.3.2.3. Estudios de viabilidad celular Live/Dead 
 

Mediante microscopía confocal se realizaron reconstrucciones tridimensionales de la 
señal emitida por las cultivadas en los andamiajes de tercera generación. 

Se utilizó la técnica de viabilidad celular Live/Dead, fundamento descrito en la sección 
7.1.3.5., para la visualización de la codistribución de las células estromales y las células 
epiteliales en los andamiajes de fibrina de tercera generación a las 2 semanas de 
estudio. Se analizaron un total de 20 muestras. 

 

7.3.2.4. Caracterización bioquímica 
 

Se utilizaron 60 andamiajes de fibrina con fibras de conjuntiva descelularizada (n=15 de 
cada condición) en los cuales se habían cultivado simultáneamente células estromales 
y células epiteliales. Además, se realizó la caracterización bioquímica de 60 andamiajes 
de la tercera generación como control, los cuales no tenían células en su composición.  
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VII- CAPÍTULO 3. RESULTADOS 
 

7.4. Descripción de un protocolo de descelularización óptimo 
 

Con el fin de realizar el análisis comparativo de los resultados obtenidos, se detallan 
conjuntamente los resultados correspondientes a la Etapa 1 y a la Etapa 2 del Capítulo 
III.  

 

ETAPA I – ETAPA II 

 

7.4.1. Obtención y procesado de las muestras  
 

Se analizaron un total de 15 muestras distribuidas en los tres grupos de estudio: 
conjuntiva en fresco (n=5), conjuntiva descelularizada (n=5) y conjuntiva recelularizada 
(n=5). 

 

7.4.2. Caracterización de las estructuras acelulares obtenidas 
 

A continuación, se procede a la descripción de los resultados obtenidos por tipo de 
técnica aplicada. 

 

7.4.2.1. Estudios de histología 
 

Mediante la técnica de tinción H-E, por la acción del colorante básico hematoxilina, se 
determinó la presencia de componente celular teñido de morado intenso; y la matriz 
extracelular teñida de rosa al contrastar con el colorante ácido eosina. 

En el control, conjuntiva en fresco, se observó una elevada presencia de componente 
celular tanto en la capa estromal como en la superficie epitelial (Figura 113-A).  

En la conjuntiva descelularizada con el protocolo de descelularización A/B, cabe 
destacar el estado de la matriz ampliamente estructurada y la escasa presencia de 
contenido celular (Figura 113-B). 
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En la conjuntiva recelularizada se observaron células de morfología fusiforme en la capa 
estromal y un estrato de entre 2 a 4 capas de células epiteliales en la superficie a las dos 
semanas de cultivo (Figura 113-C).  

Con la tinción Tricrómico de Masson se detectó la presencia de fibras colágenas, teñidas 
de azul al contrastar con el colorante ácido. Por la acción del colorante básico 
hematoxilina, se determinó la presencia de componente celular teñido de morado 
intenso. 

En el control, conjuntiva en fresco, se observó una elevada presencia de componente 
celular tanto en la capa estromal como en la superficie epitelial y una elevada presencia 
de fibras colágenas en el estroma (Figura 113-D).  

En la conjuntiva descelularizada con el protocolo de descelularización A/B, la matriz 
apareció ampliamente estructurada con una elevada presencia de fibras colágenas en 
el estroma, y con escasa presencia de núcleos celulares (Figura 113-E). 

En la conjuntiva recelularizada, a las 2 semanas de cultivo, se observaron células tanto 
en la capa estromal como en la superficie epitelial; así como fibras colágenas en la 
capa estromal (Figura 113-F). 
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Figura 113. Comparación histológica de la conjuntiva en fresco (primera columna), conjuntiva 
descelularizada (segunda columna) y conjuntiva recelularizada (tercera columna). (A,B,C) Tinción 
Hematoxiina-Eosin. (D, E, F). Tinción Tricrómico de Masson. Visualizado a 40X en microscopio de campo 
claro; n=5. 
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7.4.2.2. Estudios de microscopía electrónica de barrido (SEM) 
 

La técnica SEM permitió la visualización de la microestructura de las diferentes muestras 
de estudio. Se analizaron un total de 15 imágenes. 

La conjuntiva en fresco presentó una matriz completamente estructurada en la cual 
podían distinguirse células en su interior y también en su superficie (Figura 114-A).  

Después de la aplicación del protocolo de descelularización A/B, no se evidenció ningún 
componente celular en la estructura ni restos celulares vinculados al proceso de 
eliminación celular. La disposición tridimensional de los componentes mayoritarios de 
las estructuras extracelulares, el colágeno y la elastina, se encontraron altamente 
conservados. Se puso de manifiesto un alto grado de conservación de la estructura 
tridimensional (Figura 114-B). 

La conjuntiva recelularizada se caracterizó por el alto grado de conservación de la 
estructura tridimensional y por la perfecta integración del componente celular estromal 
en dicha estructura. También se pudo observar la capa de células epiteliales en la parte 
superficial (Figura 114-C). 
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 en Fresco 

Conjuntiva  
Descelularizada 

Conjuntiva  
Recelularizada 

SE
M

 
 

 

 
 

Figura 114. Comparación de la microestructura mediante la técnica SEM. (A) Conjuntiva en fresco. (B) 
Conjuntiva descelularizada. (C) Conjuntiva recelularizada. Visualizado a 1000 aumentos en microscopio de 
barrido; n=5.  
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7.4.2.3. Viabilidad celular AlamarBlue® 
 

La determinación de viabilidad celular está basada en la actividad mitocondrial de las 
células, detectada mediante la técnica AlamarBlue®. El AlamarBlue® es un indicador de 
viabilidad celular, cuyo compuesto activo es la resazurina. La resazurina es un 
compuesto químico no tóxico, de color azul, permeable a las células y no fluorescente. 
Cuando en el tejido hay presencia de células metabólicamente activas, células viables, 
las enzimas mitocondriales reducen la resazurina a resorufina, un compuesto 
fluorescente de color rosa, que es fácilmente detectable y cuantificable. 

En la Figura 115, se observa el máximo nivel de actividad celular en la conjuntiva en 
fresco a las 24 horas. Tal y como ocurrió en los andamiajes de fibrina del capítulo II al 
tratarse de estructuras tridimensionales, el AlamarBlue® necesita más tiempo para 
penetrar en el tejido.  

Por el contrario, no se detectó fluorescencia para las muestras de conjuntiva 
descelularizada en ninguno de los tiempos de medición. Se determinó que, después de 
la aplicación del proceso de descelularización, no existieron restos celulares viables en 
la conjuntiva descelularizada. 

 

 

Figura 115. Viabilidad celular mediante la técnica AlamarBlue®. % Reducción de AlamarBlue® en función del 
tiempo de incubación; n=5. 
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7.4.2.4. Valoración del estado de la matriz extracelular: estudio 
biomecánico 

 

Se determinaron las propiedades biomecánicas de la conjuntiva tras la 
descelularización, comparándolas con la conjuntiva en fresco. 

Se realizaron ensayos uniaxiales, para ello se sometió a tensión constante y se 
recopilaron los datos hasta la ruptura del tejido, generándose dos gráficas por muestra 
(Figura 116). Por un lado, la gráfica fuerza vs desplazamiento, donde se obtuvieron los 
datos de fuerza de rotura (N) y rigidez (N/mm), pendiente de la curva. Por otro lado, se 
obtuvo la gráfica tensión vs deformación, donde se consideró la fuerza por área, es 
decir, el grosor del tejido. Esta gráfica permitió obtener los datos de tensión de rotura 
(MPa) y el módulo elástico, o de Young (MPa), pendiente de la curva tensión vs 
deformación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 116. Ejemplo de gráficas obtenidas tras la realización del ensayo uniaxial. (A) Gráfica fuerza vs 
desplazamiento. (B) Gráfica tensión vs deformación. Se pudieron apreciar los datos obtenidos hasta 
precarga (flecha roja) y cuando se produjo la rotura del tejido (fecha azul). 
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RIGIDEZ. Los valores de fuerza de rotura fueron de 6,66 ± 3,12 N para la conjuntiva en 
fresco, y de 6,56 ± 8,92 N para la conjuntiva descelularizada. 

Se obtuvieron los datos de rigidez a través de la fuerza. Se aplicó un análisis estadístico 
para el conjunto de datos y se realizó un análisis ANOVA para el factor Condición (Tabla 
23). No se encontraron diferencias significativas entre la conjuntiva en fresco y la 
conjuntiva descelularizada (Figura 117). 

 

Tabla 23. ANOVA para la rigidez con el factor Condición. 

GL: Grados de libertad; P: Probabilidad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MÓDULO ELÁSTICO. La obtención de los valores de fuerza (N) del tejido a lo largo de la 
realización del ensayo uniaxial, nos permitió considerar esa fuerza por unidad de 
superficie del tejido para la obtención de los datos de tensión. La tensión de rotura se 
produjó a los 4,30 ± 2,92 MPa para la conjuntiva en Fresco y a los 3,86 ± 3,2 MPa para 
la conjuntiva Descelularizada (Figura 118). 

 GL Valor F P (>F) 

Condición 1 0,292 0,6037  

Residuos 8    

Figura 117. Representación en cajas y bigotes de la rigidez según el factor Condición. Valores obtenidos 
para la conjuntiva en fresco y la conjuntiva descelularizada. Los círculos se corresponden con valores 
atípicos. N/S: No significación; n=5. 
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Se realizó una ANOVA sobre los datos obtenidos de módulo elástico en función de la 
condición (Tabla 24). 

Tabla 24. ANOVA para el módulo elástico con el factor Condición. 

GL: Grados de libertad; P: Probabilidad.  

 

 

Figura 118. Representación en cajas y bigotes del módulo elástico según el factor Condición. Valores 
obtenidos para la conjuntiva en fresco y la conjuntiva descelularizada. Los círculos se corresponden con 
valores atípicos. N/S: No significación; n=5. 

 

7.4.2.5. Citotoxicidad del medio de descelularización 
 

La tinción Live/Dead permitió discriminar colorimétricamente entre células vivas y 
muertas. Por una parte, la calceína mostró fluorescencia verde si existía actividad 
esterasa, es decir, si las células permanecían viables. Con la acción combinada del etidio, 
colorante incapaz de penetrar en células con la membrana plasmática intacta, se 
observó fluorescencia roja en las células muertas. 

El DMSO produjo la muerte celular en el 100% de las células estromales (Figura 119-A) 
y el 100%  de las células epiteliales (Figura 119-D). 

Las muestras que se mantuvieron en cultivo durante 14 días con su medio de cultivo 
específico, presentaron un 100% de viabilidad: células estromales (Figura 119-B) y 
células epiteliales (Figura 119-E). 

 GL Valor F P (>F) 

Condición 1 0,0741 0,7923  

Residuos 8    



Ana Fernández González 
Desarrollo y optimización de andamiajes tridimensionales para el cultivo 
de células de la conjuntiva 

VII- CAPÍTULO 3.  
RESULTADOS 

 

232 
 

En las muestras de células estromales que se mantuvieron los 14 días con una mezcla 
de MF y la solución de lavado tras la aplicación del protocolo de descelularización (1:1), 
se observó una viabilidad de un 99,26 % (Figura 119-C).  

En el caso de las células epiteliales a los 14 días en cultivo con una mezcla de ME y la 
solución de lavado tras la aplicación del protocolo de descelularización (1:1), se observó 
una viabilidad de un 93,98 % (Figura 119-F). 

Se consideró que los restos de la solución de descelularización presentes tras el lavado 
de las muestras, no presentaron citotoxicidad sobre los dos componentes celulares de 
la conjuntiva. 
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Figura 119. Resultados del ensayo de citotoxicidad sobre los componentes celulares de la conjuntiva. (A, B, 
C) Células estromales. (D, E, F) Células epiteliales. Visualizado a 10X en un microscopio de fuorescencia, n=5. 
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7.4.2.6. Valoración del estado de la matriz extracelular: estudio 
bioquímico 

 

Se realizó la cuantificación de las principales proteínas constituyentes de la matriz 
extracelular: colágeno, elastina y GAG. La comparación se realizó entre la conjuntiva en 
fresco, la conjuntiva descelularizada y la conjuntiva recelularizada. 

Se analizaron los valores de absorbancia obtenidos tras la extracción con los diferentes 
kits comerciales. Para la detección del colágeno se utilizó el kit Sircol, la determinación 
de elastina se realizó mediando el kit Fastin y para la detección de glicosaminoglicanos 
se utilizó el kit Blyscan. Se aplicó un análisis estadístico en base al modelo lineal 
generalizado. 

 

7.4.2.6.1. Detección de colágeno 
 

Se detectó la presencia de colágeno utilizando el kit comercial Sircol, obteniéndose una 
reacción colorimétrica de tonalidad rojiza. Se analizaron los valores de absorbancia y se 
aplicó un análisis estadístico en base al modelo lineal generalizado (Figura 120). 

En el análisis ANOVA se encontraron diferencias significativas (p≤0,001) entre la 
conjuntiva recelularizada y la conjuntiva en fresco y la conjuntiva descelularizada (Tabla 
25). Los niveles de colágeno tan elevados en la conjuntiva recelularizada muestran que 
las células no sólo han sido capaces de integrarse en la estructura, sino también de 
seguir produciendo las proteínas propias de la matriz extracelular. 

 

Tabla 25. ANOVA para la concentración de colágeno con el factor Condición. 

GL: Grados de libertad; P: Probabilidad. ***p≤0,001.  

 

 

 

 GL Valor F P (>F) 

Condición 2 15,534 0,0004679 *** 

Residuos 12    



Ana Fernández González 
Desarrollo y optimización de andamiajes tridimensionales para el cultivo 
de células de la conjuntiva 

VII- CAPÍTULO 3.  
RESULTADOS 

 

234 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 120. Representación en cajas y bigotes de la concentración de colágeno en la conjuntiva en fresco, la 
conjuntiva descelularizada y la conjuntiva recelulariizada. ***p≤0,001; N/S: No significación; n=5.  

 

7.4.2.6.2. Detección de elastina 
 

El contenido de elastina se determinó utilizando el kit comercial Fastin, obteniéndose 
una reacción colorimétrica de tonalidad amarilla. Se analizaron los valores de 
absorbancia y se aplicó un análisis estadístico en base al modelo lineal generalizado 
(Figura 121). 

En el análisis ANOVA no se encontraron diferencias significativas entre la conjuntiva en 
fresco, la conjuntiva descelularizada y la conjuntiva recelularizada (Tabla 26). Los niveles 
de elastina fueron más altos en la conjuntiva recelularizada. 

 

Tabla 26. ANOVA para la concentración de elastina con el factor Condición. 

GL: Grados de libertad; P: Probabilidad. ***p≤0,001; N/S: No significación 

 

 

 

 GL Valor F P (>F) 

Condición 2 1,9144 0,1898  

Residuos 12    
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7.4.2.6.3. Detección de GAG 
 

Se detectó la presencia de glicosaminoglicanos utilizando el kit comercial Fastin, 
obteniéndose una reacción colorimétrica de tonalidad azulada. Se analizaron los valores 
de absorbancia y se aplicó un análisis estadístico en base al modelo lineal generalizado 
(Figura 122). 

En el análisis ANOVA se encontraron diferencias significativas (p≤0,05) entre la 
conjuntiva descelularizada y la conjuntiva en fresco y la conjuntiva recelularizada (Tabla 
27). Los niveles de glicosaminoglicanos disminuyeron después de la aplicación del 
proceso de descelularización, debido a la eliminación del componente celular.  

 

Tabla 27. ANOVA para la concentración de colágeno con el factor Condición.  

GL: Grados de libertad; P: Probabilidad. **p≤0,01.  

 

 

 

 

 GL Valor F P (>F) 

Condición 2 8,438 0,005151 ** 

Residuos 12    

Figura 121. Representación en cajas y bigotes de la concentración de elastina en la conjuntiva en fresco, 
la conjuntiva descelularizada y la conjuntiva recelulariizada. N/S: No significación; n=5.  
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7.4.2.7. Inmunohistoquímica 
 

Mediante tinciones inmunohistoquímicas, se comprobó la naturaleza de las poblaciones 
celulares. Las células presentes en la capa estromal fueron positivas para el marcador 
vimentina: en la conjuntiva en fresco se apreció un gran número de células positivas 
(Figura 123-A), en la conjuntiva descelularizada la positividad fue claramente menor 
(Figura 123-B) y en la conjuntiva recelularizada las células presentes en el estroma 
presentaron una elevada positividad para el marcador vimentina (Figura 123-C). 

El análisis de las tinciones con el marcador pancitoqueratina, específico de células 
epiteliales, determinó elevada positividad tanto en la conjuntiva en fresco (Figura 123-
D) como en la conjuntiva recelularizada (Figura 123-F); en cambio, en la conjuntiva 
descelularizada, no se detectó positividad para este marcador (Figura 123-E). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 122. Representación en cajas y bigotes de la concentración de GAG en la conjuntiva en fresco, la 
conjuntiva descelularizada y la conjuntiva recelulariizada. *p≤0,05; N/S: No significación; n=5.  
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Figura 123. Comparación inmunohistoquímica de la conjuntiva en fresco (primera columna), conjuntiva 
descelularizada (segunda columna) y conjuntiva recelularizada (tercera columna). (A, B, C) Tinción 
Vimentina. (D, E, F) Tinción Pancitoqueratina. Visualizado a 40X en microscopio de campo claro; n=5. 

 

ETAPA III  

 

7.5. Cocultivo de células conjuntivales en el andamiaje de fibrina 
elaborado con la solución obtenida tras la digestión de la 
conjuntiva descelularizada  

 

7.5.1. Estudios de histología 
 

En el estudio cocultivo, el análisis histológico de los andamiajes de fibrina de tercera 
generación mediante tinción H-E a las dos semanas de cultivo, determinó que las células 
epiteliales fueron capaces de establecer un epitelio estratificado sobre la superficie de 
los andamiajes y las células estromales de distribuirse en el interior del andamiaje 
(Figura 124). Se analizaron 20 muestras. 
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Figura 124. Análisis de la morfología celular mediante tinción H-E de los andamiajes de tercera generación 
que contienen células estromales en el interior y células epiteliales en la superficie. (A,B) Crioprecipitado de 
plasma fresco 1,5 mg/ml. (C,D) Crioprecipitado de plasma fresco 3 mg/ml. (E,F) Plasma fresco 1,5 mg/ml. 
(G,H) Plasma fresco 3 mg/ml. (A,C,E,G) 10X. (B,D,F,H) 40X. 

 

7.5.2. Estudios de microscopía electrónica de barrido (SEM) 
 

Mediante microscopía electrónica de barrido se detectó la integración de las células 
estromales en el interior de los andamiajes de fibrina de primera generación con 
crioprecipitado de plasma fresco en su composición (Figura 125-A,B,C,D) y también con 
plasma fresco (Figura 125-E,F,G,H). También se observó la morfología de las células 
epiteliales en la superficie. Se analizaron 20 muestras. 
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Figura 125. Análisis de la distribución celular mediante la técnica microscopía electrónica de barrido de los 
andamiajes de tercera generación que contienen células estromales en el interior y células epiteliales en la 
superficie. (A) Crioprecipitado de plasma fresco 1,5 mg/ml. (B) Crioprecipitado de plasma fresco 3 mg/ml. 
(C) Plasma fresco 1,5 mg/ml. (D) Plasma fresco 3 mg/ml. (A,C,E,G) 1000X. (B,D,F,H) 3000X. 

 

7.5.3. Estudios de viabilidad celular Live/Dead 
 

Mediante microscopía confocal y, empleando como marcadores calceína AM y 
homodímero de etidio, se valoró la distribución uniforme de las células en el interior del 
andamiaje y en la superficie a las dos semanas de cultivo. También se valoró la variable 
viabilidad celular contabilizándose células vivas (color verde) y células muertas (color 
rojo). 

En la Figura 126 se observa una distribución uniforme de las células estromales en el 
interior de los andamiajes de fibrina de tercera generación, independientemente del 
biomaterial y de la concentración de fibrinógeno. Además, el análisis mediante 
microscopía confocal permitió distinguir la morfología poligonal de las células epiteliales 
en la superficie del andamiaje (Figura 126-A) así como la morfología fibroblástica de las 
células estromales en el interior de los andamiajes de fibrina de tercera generación. 
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Figura 126. Análisis de la viabilidad celular mediante la técnica Live/Dead de los andamiajes de tercera 
generación que contienen células estromales en el interior y células epiteliales en la superficie. (A) 
Crioprecipitado de plasma fresco 1,5 mg/ml. (B) Crioprecipitado de plasma fresco 3 mg/ml. (C) Plasma fresco 
1,5 mg/ml. (D) Plasma fresco 3 mg/ml. 

 

7.5.4. Estudios de inmunohistoquímica 
 

El análisis inmunohistoquímico mediante el marcador vimentina permitió detectar la 
presencia de células estromales en el interior de los andamiajes de fibrina de tercera 
generación (Figura 127). Se confirmó la presencia de este marcador específico de células 
estromales, tanto en los andamiajes de fibrina con base de crioprecipitado de plasma 
fresco como en los andamiajes de fibrina con base de plasma fresco.  
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Figura 127. Análisis fenotípico mediante tinción inmunhistoquímca de vimentina de células estromales en 
el interior de andamiajes de fibrina de tercera generación. (A,B) Crioprecipitado de plasma fresco 1,5 mg/ml. 
(C,D) Crioprecipitado de plasma fresco 3 mg/ml. (E,F) Plasma fresco 1,5 mg/ml. (G,H) Plasma fresco 3 
mg/ml. (A,C,E,G) 10X. (B,D,F,H) 40X. 
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El análisis inmunohistoquímico mediante el marcador pancitoqueratina no permitió 
detectar la presencia de células epiteliales en la superficie de los andamiajes de fibrina 
de tercera generación (Figura 128). En los andamiajes de fibrina con base de 
crioprecipitado de plasma fresco como en los andamiajes de fibrina con base de plasma 
fresco no se confirmó la presencia de este marcador específico de células epiteliales.  
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Figura 128. Análisis fenotípico mediante tinción inmunhistoquímca de pancitoqueratina de células 
epiteliales sobre andamiajes de fibrina de tercera generación. (A,B) Crioprecipitado de plasma fresco 1,5 
mg/ml. (C,D) Crioprecipitado de plasma fresco 3 mg/ml. (E,F) Plasma fresco 1,5 mg/ml. (G,H) Plasma fresco 
3 mg/ml. (A,C,E,G) 10X. (B,D,F,H) 40X. 

 

7.5.5. Caracterización bioquímica 
 

7.5.5.1. Detección de colágeno 
 

Se detectó la presencia de colágeno usando el kit comercial Sircol, obteniéndose una 
reacción colorimétrica de tonalidad rojiza. Se analizaron los valores de absorbancia y se 
aplicó un análisis estadístico en base al modelo lineal generalizado (Figura 129).  

En el análisis ANOVA se encontraron diferencias significativas para el factor Estudio 
(p≤0,001), pero no para los factores Biomaterial y Concentración (Tabla 28). El test de 
Tukey mostró diferencias significativas (p≤0,01) entre cocultivo y control. 
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Tabla 28. ANOVA de los factores Estudio, Biomaterial y Concentración en el análisis global de los datos. 

GL: Grados de libertad; P: Probabilidad. **p≤0,01. 

 

 

 

Figura 129. Representación en cajas y bigotes de la concentración de colágeno en función del tipo de Estudio, 
Biomaterial y Concentracón de fibrinógeno. CTRL (Control), CC (Cocultivo). n=5 

 

 

 

 

 GL Valor F P (>F) 

Estudio 1 11,7423 0,001544 ** 

Biomaterial 1 1,0834 0,304883  

Concentración 1 1,4215 0,240956  

Residuos 36    



Ana Fernández González 
Desarrollo y optimización de andamiajes tridimensionales para el cultivo 
de células de la conjuntiva 

VII- CAPÍTULO 3.  
RESULTADOS 

 

243 
 

ESTUDIO. Los resultados mostraron diferencias muy significativas (p≤0,001) entre 
Control y Cocultivo (Figura 130). Esto indicó que el contenido de colágeno por miligramo 
(mg) de muestra analizada disminuyó al cultivar células en el andamiaje. 

 

Figura 130. Representación en cajas y bigotes de la concentración de colágeno en función del tipo de Estudio. 
El contenido de colágeno fue significativamente elevado en los andamiajes control. Los círculos se 
corresponden con valores atípicos. ***p≤0,001; n=5. 

 

BIOMATERIAL. Según se muestra en la Figura 131, no existieron diferencias en función 
del biomaterial utilizado para la elaboración del andamiaje. 

 

 

Figura 131. Representación en cajas y bigotes de la concentración de colágeno en función del tipo de 
Biomaterial. El contenido de colágeno fue similar en los andamiajes de composición Crioprecipitado y en los 
de composición Plasma. Los círculos se corresponden con valores atípicos. N/S: No significación; n=5. 
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CONCENTRACIÓN. Este factor, según se muestra en la Figura 132, no tuvo influencia 
sobre el valor de la concentración de colágeno. Esto indicó que la concentración de 
fibrinógeno en los andamiajes tridimensionales no afectó a la concentración de 
colágeno. 

 

 

Figura 132. Representación en cajas y bigotes de la concentración de colágeno en función de la 
Concentración de fibrinógeno. El contenido de colágeno fue similar en los andamiajes de concentración 1,5 
mg/ml y 3 mg/ml de fibrinógeno. Los círculos se corresponden con valores atípicos. N/S: No significación; 
n=5. 

ANÁLISIS INDIVIDUALIZADO EN FUNCIÓN DEL ESTUDIO 

En este apartado se realizó un análisis estadístico separando los datos en función del 
Estudio: Control y Cocultivo. Analizando en cada grupo la influencia del factor 
Biomaterial y Concentración sobre el contenido de colágeno en los andamiajes. En el 
Estudio Control, el resultado de la ANOVA no mostró diferencias significativas para 
ambos factores. 

Para el conjunto de datos seleccionados en el Estudio Cocultivo, después de realizar la 
ANOVA sobre el modelo lineal generalizado de dos factores no se detectaron 
diferencias significativas para los factores Biomaterial y Concentración. 
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ANÁLISIS INDIVIDUALIZADO EN FUNCIÓN DEL BIOMATERIAL 

En este apartado se realizó un análisis estadístico separando los datos en función del 
Biomaterial: Crioprecipitado y Plasma. Analizando en cada grupo la influencia del factor 
Estudio y Concentración sobre el contenido de colágeno en los andamiajes. Los 
resultados de las dos ANOVA, solo mostraron diferencias significativas (p≤0,05) para el 
factor Estudio en el Biomaterial Crioprecipitado (Figura 133-A). En este caso, el cultivo 
de células en el andamiaje, contribuyó a la pérdida de colágeno en su estructura. Por el 
contrario, cuando el biomaterial utilizado fue Plasma, no afectó al contenido de 
colágeno en el andamiaje (Figura 133-B). Tampoco afectó a la concentración de 
colágeno la Concentración de fibrinógeno del biomaterial. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 133. Representación en cajas y bigotes de la concentración de colágeno en el Biomaterial 
Crioprecipitado y Plasma según el Estudio. (A) Concentración de colágeno en el Biomaterial 
Crioprecipitado dependiendo del Estudio. (B) Concentración de colágeno en el Biomaterial 
Plasma dependiendo del Estudio. *p≤0,05; N/S: No significación; n=5. Nótese la diferencia de 
escala. 
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ANÁLISIS INDIVIDUALIZADO EN FUNCIÓN DE LA CONCENTRACIÓN 

En este apartado se realizó un análisis estadístico separando los datos en función de la 
Concentración de fibrinógeno: 1,5 mg/ml y 3 mg/ml.  

Para el conjunto de datos seleccionados de la concentración 1,5 mg/ml, después de 
realizar la ANOVA sobre el modelo lineal generalizado de dos factores, Estudio (Figura 
134-A) y Biomaterial, no se observaron diferencias significativas. 

Se seleccionaron los datos referentes a la concentración de fibrinógeno 3 mg/ml y 
después de realizar la ANOVA sobre el modelo lineal generalizado de dos factores, se 
observaron diferencias significativas (p≤0,01) para el factor Estudio y no se detectaron 
diferencias significativas para el factor Biomaterial (p=0,286904). 

Después de realizar el test de Tukey, se observaron diferencias significativas (p≤0,01) 
entre Control y Cocultivo (Figura 134-B). Disminuyendo la concentración de colágeno 
cuando se cultivaban células en el interior del andamiaje.  

 

 

 

 

Figura 134. Representación en cajas y bigotes de la concentración de colágeno a la Concentración de 
fibrinógeno 1,5 mg/ml y 3 mg/ml según el Estudio. (A) Concentración de colágeno dependiendo del Estudio 
a la Concentración de fibrinógeno 1,5 mg/ml. (B) Concentración de colágeno dependiendo del Estudio a la 
Concentración de fibrinógeno 3 mg/ml. Los círculos se corresponden con valores atípicos. **p≤0,01; N/S: No 
significación; n=5. Nótese la diferencia de escala. 
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7.5.5.2. Detección de elastina 
 

La presencia de elastina se detectó utilizando el kit comercial Fastin, obteniéndose una 
reacción colorimétrica de tonalidad amarilla. Se analizaron los valores de absorbancia 
aplicando un análisis estadístico en base al modelo lineal generalizado (Figura 135). 

En el análisis ANOVA no se detectaron diferencias significativas para los factores 
analizados: Estudio, Biomaterial y Concentración (Tabla 29). 

Tabla 29. ANOVA de los factores Estudio, Biomaterial y Concentración en el análisis global de los datos 

GL: Grados de libertad; P: Probabilidad.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 GL Valor F P (>F) 

Estudio 1 0,6206 0,4360  

Biomaterial 1 0,1076 0,7448  

Concentración 1 0,5616 0,4585  

Residuos 36    

Figura 135. Representación en cajas y bigotes de la concentración de elastina en función del tipo de Estudio, 
Biomaterial y Concentración de fibrinógeno. Los resultados del análisis muestran un patrón claro en la 
distribución de la concentración de elastina en función del tipo de Estudio. La concentración de elastina fue 
mayor cuando no se cultivaban células en el andamiaje, Estudio Control.  Los círculos se corresponden con 
valores atípicos.  CTRL (Control), CC (Cocultivo). n=5. 

 



Ana Fernández González 
Desarrollo y optimización de andamiajes tridimensionales para el cultivo 
de células de la conjuntiva 

VII- CAPÍTULO 3.  
RESULTADOS 

 

248 
 

A continuación, se detallan los resultados obtenidos por factor de análisis. 

ESTUDIO. Los resultados no mostraron diferencias significativas entre Control y 
Cocultivo (Figura 136). Esto indicó que el contenido de elastina por miligramo (mg) de 
muestra analizada no varía al cultivar células en el andamiaje. 

 

 

Figura 136. Representación en cajas y bigotes de la concentración de elastina en función del tipo de Estudio. 
Los círculos se corresponden con valores atípicos. N/S: No significación; n=5. 

 

BIOMATERIAL. Según se muestra en la Figura 137, no existieron diferencias en función 
del Biomaterial utilizado para la elaboración del andamiaje. El contenido de elastina fue 
similar en los andamiajes de composición Crioprecipitado y en los de composición 
Plasma. 

 

Figura 137. Representación en cajas y bigotes de la concentración de elastina en función del tipo de 
Biomaterial. Los círculos se corresponden con valores atípicos. N/S: No significación; n=5. 
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CONCENTRACIÓN. Este factor, según se muestra en la Figura 138, no tuvo influencia 
sobre el valor de la concentración de elastina. El contenido de elastina fue similar en los 
andamiajes de concentración de fibrinógeno 1,5 mg/ml y 3 mg/ml. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Una vez realizado el análisis general de los datos, se realizó un análisis individualizado 
en función de los diferentes factores a analizar: Estudio, Biomaterial y Concentración de 
fibrinógeno. 

ANÁLISIS INDIVIDUALIZADO EN FUNCIÓN DEL ESTUDIO 

Se realizó un análisis estadístico separando los datos en función del Estudio: Control y 
Cocultivo. Analizando en cada grupo la influencia del factor Biomaterial y Concentración 
sobre el contenido de elastina en los andamiajes. Para el conjunto de datos 
seleccionados en el Estudio Control, después de realizar la ANOVA sobre el modelo 
lineal generalizado del factor Biomaterial y Concentración, no se detectaron diferencias 
significativas. 

En el Estudio Cocultivo, el resultado de la ANOVA tampoco mostro diferencias 
significativas para ambos factores. 

 

 

 

Figura 138. Representación en cajas y bigotes de la concentración de elastina en función de la Concentración 
de fibrinógeno. Los círculos se corresponden con valores atípicos. N/S: No significación; n=5. 
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ANÁLISIS INDIVIDUALIZADO EN FUNCIÓN DEL BIOMATERIAL 

En este apartado se realizó un análisis estadístico separando los datos en función del 
Biomaterial: Crioprecipitado y Plasma.  

En el análisis realizado sólo con los datos de Crioprecipitado se consideraron dos 
factores: Estudio y Concentración. Los resultados de la ANOVA no mostraron la 
existencia de diferencias significativas para ninguno de los factores (Figura 139-A) 

Cuando se seleccionaron solamente los datos referentes al Biomaterial Plasma y se 
realizó la ANOVA sobre el modelo lineal generalizado con los dos factores que pudieron 
afectar en la concentración de elastina, se evidenció la existencia de diferencias 
significativas para el factor Estudio (p≤0,01). El contenido de elastina disminuyó cuando 
se cultivaron células en el andamiaje (Figura 139-B).  

En ambos casos, se confirmó que la concentración de fibrinógeno no influyó en la 
concentración de elastina. 

 

 

 
 
 
 
 

Figura 139. Representación en cajas y bigotes de la concentración de elastina en el Biomaterial 
Crioprecipitado y Plasma según el Estudio. (A) Concentración de elastina en el Biomaterial 
Crioprecipitado según el Estudio. (B) Concentración de elastina en el biomaterial Plasma según el 
estudio. N/S: No significación; n=5. Nótese la diferencia de escala. 
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ANÁLISIS INDIVIDUALIZADO EN FUNCIÓN DE LA CONCENTRACIÓN 
 

En este apartado se realizó un análisis estadístico separando los datos en función de la 
Concentración de fibrinógeno: 1,5 mg/ml y 3 mg/ml. Analizando en cada grupo la 
influencia del factor Estudio y Biomaterial sobre el contenido de elastina en los 
andamiajes 

Para los datos seleccionados de la concentración 1,5 mg/ml, después de realizar la 
ANOVA sobre el modelo lineal generalizado de dos factores, no se detectaron 
diferencias significativas (Figura 140-A).  

Para la concentración de fibrinógeno 3 mg/ml, se realizó una ANOVA sobre el modelo 
lineal generalizado con los dos factores que pudieron afectar a la concentración de 
elastina. Para el factor Estudio se detectaron diferencias significativas al hacer el test de 
Tukey entre sus grupos (p≤0,01), siendo mayor la concentración de elastina cuando no 
había células en el andamiaje (Figura 140-B). Por el contrario, el análisis del factor 
Biomaterial nos mostró que los diferentes orígenes de la fibrina no influyeron en la 
concentración de elastina. 

 

 
Figura 140. Representación en cajas y bigotes de la concentración de elastina a la Concentración de 
Fibrinógeno 1,5 mg/ml y 3 mg/ml en función del estudio Estudio. (A) Concentración de elastina a la 
concentración de fibrinógeno 1,5 mg/ml según el Estudio. (B) Concentración de elastina a la concentración 
de fibrinógeno 3 mg/ml según el Estudio. **p≤0,01; N/S: No significación; n=5. Nótese la diferencia de 
escala. 
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7.5.5.3. Detección de GAG 
 

La presencia de GAG se detectó utilizando el kit comercial Blyscan, obteniéndose una 
reacción colorimétrica de tonalidad azulada. Se analizaron los valores de absorbancia 
aplicando un análisis estadístico en base al modelo lineal generalizado. 

En el análisis ANOVA se detectaron diferencias significativas para el factor Estudio 
(p≤0,001) y para el factor Biomaterial (p≤0,01) (Tabla 30). En cuanto al factor 
Concentración no hubo diferencias en la concentración de GAG cuando la concentración 
de fibrinógeno era de 1,5 mg/ml o de 3 mg/ml (Figura 141). El test de Tukey mostró 
diferencias significativas (p≤0,001) entre el Estudio Control y Cocultivo (Figura 142). La 
concentración de GAG fue significativamente mayor en el Estudio Cocultivo debido a la 
presencia de células secretoras de mucinas en su superficie. El test de Tukey del factor 
Concentración desveló que no hubo diferencias entre 1,5 mg/ml de fibrinógeno y 3 
mg/ml de fibrinógeno en los andamiajes. 

 

Tabla 30. ANOVA de los factores Estudio, Biomaterial y Concentración en el análisis global de los datos. 

GL: Grados de libertad; P: Probabilidad. ** p≤0,01; ***p≤0,001. 

 

 

 GL Valor F P (>F) 

Estudio 1 14,6462 0,0004978 *** 

Biomaterial 1 8,1858 0,0069886 ** 

Concentración 1 1,3688 0,2497095  

Residuos 36    
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A continuación, se detallan los resultados obtenidos para cada factor analizado. 

ESTUDIO. Los resultados mostraron diferencias muy significativas (p≤0,001) entre 
Control y Cocultivo (Figura 142). Esto indicó que la concentración de GAG aumento 
considerablemente al cultivar células en los andamiajes, siendo capaces de continuar 
secretando mucinas en cultivo tridimensional.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 141. Representación en cajas y bigotes de la concentración de GAG en función del tipo de Estudio, 
Biomaterial y Concentración de fibrinógeno. Los resultados del análisis muestran un patrón claro en la 
distribución de la concentración de GAG en función del tipo de Estudio, como había indicado previamente 
la ANOVA al detectarse diferencias significativas. La concentración de elastina fue significativamente mayor 
cuando se cultivaban células en el andamiaje, Estudio Cocultivo. Se detectaron diferencias significativas 
para el factor Biomaterial. El factor Concentración de fibrinógeno no influyó en el contenido de GAG. Los 
círculos se corresponden con valores atípicos. CTRL (Control), CC (Cocultivo).  n=5. 

Figura 142. Representación en cajas y bigotes de la concentración de GAG en función del tipo de Estudio. El 
contenido de GAG fue significativamente mayor en los andamiajes que contenían células en su composición. 
Los círculos se corresponden con valores atípicos. ***p≤0,001; n=5. 
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BIOMATERIAL: Este factor, según se muestra en la Figura 143, tuvo influencia sobre el 
valor de la concentración de GAG (p≤0,05). El contenido de GAG fue mayor en los 
andamiajes que llevaban Plasma en su composición.  

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCENTRACIÓN. En la Figura 144 se muestra que este factor no tuvo influencia sobre 
el valor de la concentración de GAG. El contenido de GAG fue similar en los andamiajes 
de Concentración 1,5 mg/ml y 3 mg/ml de fibrinógeno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 143. Representación en cajas y bigotes de la concentración de GAG en función del tipo de Biomaterial. 
Los círculos se corresponden con valores atípicos. *p≤0,05; n=5 

 

Figura 144. Representación en cajas y bigotes de la concentración de GAG en función de la Concentración de 
fibrinógeno. N/S: No significación; n=5. 

 



Ana Fernández González 
Desarrollo y optimización de andamiajes tridimensionales para el cultivo 
de células de la conjuntiva 

VII- CAPÍTULO 3.  
RESULTADOS 

 

255 
 

ANÁLISIS INDIVIDUALIZADO EN FUNCIÓN DEL ESTUDIO 

En este apartado se realizó un análisis estadístico separando los datos en función del 
Estudio: Control y Cocultivo. Se analizó en cada grupo la influencia del factor Biomaterial 
y Concentración sobre el contenido de GAG en los andamiajes. En el Estudio Control, el 
resultado de la ANOVA no mostro diferencias significativas para ambos factores 
(Figura 145-A). 

Para el conjunto de datos seleccionados en el Estudio Cocultivo, después de realizar la 
ANOVA sobre el modelo lineal generalizado de dos factores se detectaron diferencias 
significativas (p≤0,05) para el factor Biomaterial. 

Al realizar el análisis de Tukey, se comprobó que la concentración de GAG fue mayor en 
los andamiajes que tenían en su composición el Biomaterial Plasma (Figura 145-B). Por 
lo tanto, se confirma que valores elevados de fibrinógeno en el andamiaje, contribuyen 
a una menor síntesis de GAG por parte de las células caliciformes de su composición. 

 

 

 

 

Figura 145. Representación en cajas y bigotes de la concentración de GAG en el Estudio Control y Cocultivo 
según el Biomaterial. (A) Concentración de GAG en el Estudio Control dependiendo del Biomaterial. (B) 
Concentración de GAG en el Estudio Cocultivo dependiendo del Biomaterial. Los círculos se corresponden 
con valores atípicos. *p≤0,05; N/S: No significación; n=5. Nótese la diferencia de escala entre el Estudio. 
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ANÁLISIS INDIVIDUALIZADO EN FUNCIÓN DEL BIOMATERIAL 

En este apartado se realizó un análisis estadístico separando los datos en función del 
Biomaterial: Crioprecipitado y Plasma.  

En el análisis realizado sólo con los datos de Crioprecipitado se consideraron dos 
factores: Estudio y Concentración. Los resultados de la ANOVA mostraron la existencia 
de diferencias significativas para el factor Estudio (p≤0,05), pero no para el factor 
Concentración. Tras realizar el test de Tukey de comparación entre grupos, se pudieron 
evidenciar diferencias significativas (p≤0,01) entre el Estudio Control y el Estudio 
Cocultivo (Figura 146-A).  

Cuando se seleccionaron solamente los datos referentes a Plasma y se realizó una 
ANOVA sobre el modelo lineal generalizado con los dos factores que pudieron afectar 
en la concentración de GAG: Estudio y Concentración. Se detectaron diferencias 
significativas para el factor Estudio (p≤0,05). El test de Tukey mostró diferencias 
significativas (p≤0,01) entre el Estudio Control y Cocultivo (Figura 146-B).  

La concentración de GAG fue claramente mayor en el Estudio Cocultivo debido a la 
presencia de células secretoras de mucinas en la superficie de los andamiajes. 

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 146. Representación en cajas y bigotes de la concentración de GAG en el Biomaterial 
Crioprecipitado y Plasma según el Estudio. (A) Concentración de GAG en el Biomaterial Crioprecipitado 
dependiendo del Estudio. (B) Concentración de GAG en el Biomaterial Plasma dependiendo del Estudio. 
**p≤0,01; n=5. Nótese la diferencia de escala. 
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ANÁLISIS INDIVIDUALIZADO EN FUNCIÓN DE LA CONCENTRACIÓN 
 
En este apartado se realizó un análisis estadístico separando los datos en función de la 
Concentración de fibrinógeno: 1,5 mg/ml y 3 mg/ml. Se analizó en cada grupo la 
influencia del factor Estudio y Biomaterial sobre el contenido de elastina en los 
andamiajes 

Para la concentración de fibrinógeno 1,5 mg/ml, se realizó una ANOVA sobre el modelo 
lineal generalizado con los dos factores que pudieron afectar a la concentración de GAG. 
Para el factor Estudio se detectaron diferencias significativas al hacer el test de Tukey 
entre sus grupos (p≤0,01), siendo mayor la concentración de GAG cuando había células 
en el andamiaje (Figura 147-A). Por el contrario, el análisis del factor Biomaterial nos 
mostró que los diferentes orígenes de la fibrina no influyeron en la concentración de 
GAG. 

Cuando se seleccionaron solamente los datos de la Concentración de fibrinógeno 3 
mg/ml y se realizó una ANOVA sobre el modelo lineal generalizado con los dos factores 
que pudieron afectar en la concentración de GAG: Estudio y Biomaterial. No se 
detectaron diferencias significativas para ninguno de los dos factores (Figura 147-B). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 147. Representación en cajas y bigotes de la concentración de GAG a la Concentración de 
Fibrinógeno 1,5 mg/ml y 3 mg/ml en función del Estudio. (A) Concentración de GAG a la concentración de 
fibrinógeno 1,5 mg/ml según el Estudio. (B) Concentración de GAG a la concentración de fibrinógeno 3 
mg/ml según el Estudio. Los círculos se corresponden a valores atípicos.  **p≤0,01; N/S: No significación; 
n=5. Nótese la diferencia de escala. 
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Los resultados obtenidos en el Capítulo 3 pueden resumirse en las siguientes 
observaciones:  

1. El protocolo de descelularización basado en cambios de pH y choques 
osmóticos, resultó efectivo para conseguir la descelularización de la conjuntiva 
porcina.  
 

2. El análisis por tinción H-E y SEM mostró una completa descelularización y 
preservación de los andamiajes a nivel microestructural. 
 

3. Mediante la aplicación de la técnica de viabilidad celular Alamar Blue a nivel 
tisular, no se detectaron células viables en la conjuntiva acelular. 
 

4. El análisis biomecánico mostró que tanto la rigidez como la elasticidad se 
mantuvieron en los tejidos descelularizados.  
 

5. El estudio de citotoxicidad mediante la técnica Live/Dead puso de manifiesto la 
inocuidad de las soluciones de descelularización. 
 

6. Se obtuvieron andamiajes biocompatibles donde las células estromales y las 
células epiteliales fueron capaces de adherirse, proliferar y recolonizar el tejido. 
 

7. La digestión enzimática mediante colagenasa 2 mg/ml de conjuntiva 
descelularizada permitió la obtención de fibras que combinadas con fibrina 
facilitó la creación de los andamiajes de fibrina de tercera generación. 
 

8. Los andamiajes de tercera generación, resultaron ser estructuras 
biocompatibles que permitieron el cultivo simultaneo de células estromales y 
de células epiteliales. 
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VII- CAPÍTULO 3. DISCUSIÓN 
 

En este estudio, se propone un novedoso protocolo de descelularización aplicado a la 
conjuntiva bulbar porcina. 

En la reconstrucción de la superficie ocular ha sido ampliamente utilizada la membrana 
amniótica171 como soporte tisular para el establecimiento del epitelio corneal. Sin 
embargo, la membrana amniótica suele degradarse demasiado pronto como para 
asegurar el éxito del epitelio corneal trasplantado al tratar a pacientes con graves 
trastornos de la superficie ocular. En el estudio de Haifeng et al155, se preparó matriz 
xenogénica conjuntival acelular y se evaluó su eficacia y seguridad como un andamiaje 
de epitelio corneal mediante ingeniería tisular. El protocolo de descelularización de la 
conjuntiva de origen porcino se basó en la incubación con 0,1 % de SDS durante 12 horas 
a 37°C y se esterilizó a través de γ-irradiación. En comparación con la conjuntiva nativa, 
mediante este protocolo se consiguió eliminar más del 92% del ADN, y se mantuvieron 
más del 90% de los GAG y colágeno de la matriz extracelular. Las células epiteliales 
aisladas del limbo de conejos se cultivaron sobre la matriz xenogénica conjuntival 
acelular formando una estructura de múltiples capas epiteliales, que posteriormente se 
implantó en conejos con insuficiencia límbica.  

El análisis de la cuantificación bioquímica de colágeno y GAG, reflejó que no había 
diferencias significativas entre el tejido en freso y el tejido descelularizado: GAG tejido 
fresco 52,09±4,46 ug/mg, GAG tejido descelularizado 48,63±3,40 ug/mg, colágeno 
tejido fresco 87,07±4,95 ug/mg y colágeno tejido descelularizado 74,87±7,09 ug/mg. 

En nuestro estudio tampoco se observaron diferencias significativas cuando se comparó 
la composición bioquímica de la conjuntiva en fresco, la conjuntiva descelularizada y la 
conjuntiva recelularizada. 

Además, ha resultado fundamental la realización de ensayos de citotoxicidad y 
biocompatibilidad. No es posible determinar que un protocolo de descelularización se 
puede aplicar en otros tejidos si no se ha demostrado que los posibles residuos 
remanentes en la estructura no resultan tóxicos en la futura recolonización del tejido, 
ya sea autóloga o heteróloga.  

En el estudio de Stapleton et al201 se establecieron la realización de ensayos de 
citotoxicidad por contacto o desarrollando pruebas sobre los líquidos de lavados 
obtenidos después del proceso de descelularización realizado. En el presente trabajo se 
han llevado a cabo las dos opciones, el ensayo de citotoxicidad de los lavados de 
descelularización y por contacto directo con el tejido, denominado ensayo de 
biocompatibilidad. 
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En el ensayo de citotoxicidad se consiguió una muerte celular del 100% con el DMSO 
como control negativo. La tinción Live/Dead mostró un 100% de viabilidad en las células 
que habían estado en contacto solamente con el medio de cultivo, representando el 
control positivo. Los resultados para las soluciones obtenidas de los lavados de los 
tejidos descelularizados que se mantuvieron en cultivo con células estromales y células 
epiteliales, mostraron un leve porcentaje de citotoxicidad.  

Para la realización del ensayo de biocompatibilidad, fue necesario fijar el tejido a una 
superficie plástica mediante fibrina para poder ponerlo en contacto con el componente 
celular. La siembra celular en la conjuntiva descelularizada se realizó mediante 
inyección en el caso de las células estromales. Las células epiteliales se cultivaron sobre 
la superficie. Después de dos semanas en cultivo, se pudo mostrar que la conjuntiva 
porcina descelularizada había sido recelularizada. Este hecho demuestra que los 
andamiajes de segunda generación son estructuras biocompatibles donde las células 
originarias del propio tejido son capaces de adherirse, crecer y proliferar, recolonizando 
las fibras proteicas remanentes.  

En resumen, se analizó histológicamente la presencia de las células, se realizó un análisis 
cuantitativo para determinar los niveles de GAG, elastina y el colágeno. Las propiedades 
biomecánicas de la conjuntiva se determinaron utilizando el ensayo de tracción uniaxial 
al fracaso. El análisis histológico de la conjuntiva porcina descelularizada mostró una 
eliminación completa de los componentes celulares del tejido; la microestructura 
permaneció intacta según el análisis mediante SEM. Todos los componentes 
estructurales principales de la matriz se retuvieron, incluyendo el colágeno. No se 
observaron diferencias entre la conjuntiva en fresco, descelularizada y recelularizada. 
Las matrices acelulares fueron biocompatibles, las células crecieron en contacto, y no 
hubo una disminución en la viabilidad celular después de la incubación con soluciones 
de lavado del tejido descelularizado. Además, no se encontró reducción significativa en 
la resistencia última a la tracción, extensibilidad, o elasticidad después de 
descelularización. El andamiaje  resultante es biocompatible in vitro y no mostró efectos 
adversos sobre la morfología celular o viabilidad202. 

La mayoría de las técnicas de descelularización provocan el hinchamiento del tejido 
limitando la manipulación del mismo. En nuestro estudio no se observó este fenómeno 
en ninguna de las conjuntivas descelularizadas. Para evitar que se produzcan este tipo 
de alteraciones sería necesario utilizar algún tipo de polisacárido como suplemento en 
la solución de descelularización que facilite la conservación del tejido. Recientemente, 
se ha empleado el dextrano203 para promover la conservación de la estructura corneal. 
En ese caso, las córneas se descelularizaron mediante un protocolo basado en la 
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aplicación de 1% Triton X-100, 0,5% SDS y la acción de nucleasas bajo agitación 
constante; seguido de un extenso lavado. Para reducir el hinchamiento del tejido, las 
soluciones de descelularización se completaron con 5% de dextrano. 

Recientemente, se ha propuesto la utilización de andamiajes tridimensionales 
biológicos compuestos por matriz extracelular de origen natural (ECM) debido a sus 
potenciales aplicaciones terapéuticas. El potencial biológico de los andamiajes de ECM 
reside en su capacidad para promover la remodelación tisular. Los factores más 
importantes, son su capacidad biodegradable, las propiedades bioinductibles de las 
moléculas funcionales que componen la ECM nativa y la capacidad de modelar sus 
propiedades mecánicas en el momento de la implantación a través de una comprensión 
de su microestructura de fibras de colágeno133.  

Por esta razón, los andamiajes de fibrina de la tercera generación que se proponen en 
este estudio, están compuestos por las fibras obtenidas tras la digestión enzimática de 
la conjuntiva descelularizada. 
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A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo, podemos establecer las 
siguientes conclusiones: 

1. La aplicación de un protocolo de digestión enzimática secuencial empleando 
colagenasa tipo I (2mg/ml) y Tripsina/EDTA (0,25/0,02), sobre una biopsia de la 
zona bulbar de la conjuntiva porcina, permite la obtención de células 
estromales y células epiteliales viables, capaces de mantener sus propiedades 
fenotípicas durante la expansión in vitro. 
 

2. Andamiajes de primera generación elaborados a partir de plasma fresco y una 
concentración de 1,5 mg/ml de fibrinógeno, permiten la adhesión y 
proliferación de células estromales en su interior y de células epiteliales en su 
superficie manteniendo características fenotípicas de ambos tipos celulares y 
conteniendo una composición bioquímica similar a la conjuntiva nativa. 
 

3. El protocolo de descelularización basado en la combinación de choques 
osmóticos y cambios de pH, permite la obtención de una conjuntiva 
descelularizada con escasa presencia de núcleos celulares y que presenta una 
matriz estructurada de composición bioquímica y características biomecánicas 
similares a la conjuntiva nativa.  
 

4. El andamiaje de segunda generación elaborado con conjuntiva descelularizada, 
permite la adhesión y proliferación de células estromales en su interior y de 
células epiteliales en su superficie manteniendo sus características fenotípicas. 
La conjuntiva recelularizada resultante, posee la misma composición 
bioquímica y estabilidad biomecánica que la conjuntiva nativa. 
 

5. La digestión enzimática de conjuntiva descelularizada permite la obtención de 
fibras de colágeno que, combinadas con el biomaterial fibrina, constituyen un 
soporte biológico novedoso, denominado andamiaje de tercera generación, 
para el cultivo de los componentes celulares de la conjuntiva, y que presenta 
una composición bioquímica similar a la conjuntiva nativa. 
 

6. La aplicación de las técnicas de cultivo celular y de ingeniería tisular descritas 
en este trabajo, ha permitido generar un equivalente de la conjuntiva de cerdo 
estructuralmente análogo a la conjuntiva nativa de este modelo experimental. 
La estandarización y traslación de las técnicas utilizadas, podría permitir en el 
futuro la elaboración de equivalentes de la conjuntiva humana.
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Esta tesis doctoral ha permitido el establecimiento de una línea de investigación basada 
en la creación de un sistema in vitro tridimensional de conjuntiva. 

Las líneas futuras que se plantean después del análisis de los resultados obtenidos y de 
la exploración de las posibilidades actuales se centran en la implementación de los 
andamiajes tridimensionales con nanopartículas. 

Los biomateriales sintéticos producidos en la actualidad de forma rutinaria incorporan 
componentes biológicamente activos para definir un entorno artificial in vivo. Se 
caracterizan por poseer interacciones complejas y dinámicas que regulan y promueven 
a las células, similares a las interacciones que ocurren en un microambiente celular 
natural. 

Los hidrogeles con base de fibrina se han empleado in vitro como un andamiaje 
tridimensional para promover la formación de tejido e investigar posteriormente los 
mecanismos moleculares asociados. Estos hidrogeles impulsan una variedad de 
procesos celulares, y el fundamento de su desarrollo es mejorar la presentación de 
señales biológicas, o adaptar las señales biológicas para tejidos específicos. La 
presentación de estas señales podría optimizarse mediante la administración de 
nanopartículas, que se pueden emplear para activar la expresión de factores de 
inducción característicos del tejido nativo.  

Como perspectivas futuras, se podría aplicar a nuestros andamiajes elaborados con 
componentes biológicos el novedoso concepto de las nanopartículas. Este concepto 
enlaza las propiedades físico-químicas de los biomateriales naturales con su 
comportamiento biológico para desarrollar y optimizar una combinación de un 
hidrogel con células incorporadas en su estructura y nanoestructuras transportadoras 
de medicamentos. 

Con este novedoso diseño se persigue aprovechar los beneficios que se derivan de la 
combinación de las propiedades descritas anteriormente y conseguir andamiajes más 
efectivos desde el punto de vista de la translación clínica y el rendimiento terapéutico 
que los desarrollados en la actualidad.  

Las nanoestructuras que se incorporarán a los andamiajes deben actuar como un 
medio efectivo de transporte de moléculas bioactivas capaces de inhibir factores 
específicos relacionados con procesos inflamatorios oculares graves (TNF-alfa o IL-10), 
promover en los tejidos dañados los procesos de restitución epitelial (TFFs) o facilitar 
la proliferación, la diferenciación y la supervivencia celular (EGF).  
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11.1. ANEXO I. MATERIAL  
 

PREPARACIÓN DE MUESTRAS 

MATERIAL CASA COMERCIAL REFERENCIA 

RECOGIDA Y TRANSPORTE  

Anfotericina B Sigma-Aldrich A9528 

Colistimetato de sodio GES 838185.2 

Recipiente plástico 4,5 l Deltalab 222803 

Recipiente plástico 1 l Deltalab 241013 

Suero fisiológico estéril 250 ml Braun Medical 3570380 

Suero fisiológico estéril 500 ml Braun Medical 3570470 

Sulfametoxazol-Trimetoprima Almofarma 656754.8 

Tobramicina Braun Medical 600551 

Vancomicina Normon 618694.7 

EXTRACCIÓN DE TEJIDO CONJUNTIVAL 

Compresa de algodón Indas 8470004821741 

Gasa Torval  V203010 

Pinza de disección HEBU Medical HB274 

Placa Petri 100 mm Corning CO430167 

Placa Petri 35 mm Nunc 126794 

Punch 4 mm Stiefel 006-0004 

Tijera de disección HEBU Medical HB1929 

ESTERILIZACIÓN 

DMEM BIOWEST L0064 

Etanol Panreac 121086.1211 

Penicilina/Estreptomicina Sigma-Aldrich P4333-100ML 

Placa de 24 pocillos BD 353047 
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TÉCNICAS CULTIVO CELULAR 

MATERIAL CASA COMERCIAL REFERENCIA 

ESTABLECIMIENTO Y MANTENIMIENTO 

Azul Tripán Sigma-Aldrich T8154 

Cámara Neubauer Paul Marienfeld GmbH - 

Colagenasa tipo I Serva 1745401 

EGF Sigma-Aldrich E9644 

Filtro de vacío 150 ml- 0,22μm Millipore SCGPU01RE 

Filtro de vacío 250 ml- 0,22μm Millipore SCGPU02RE 

Filtro de vacío 50 ml- 0,22μm Millipore SCGP00525 

Frasco de cultivo 25 cm2 TPP TPP90026 

Frasco de cultivo 75 cm2 TPP TPP90076 

Frasco de cultivo 175 cm2 TPP TPP90176 

Ham´s F12 BIOWEST L0136 

Insulina  Sigma-Aldrich I6631-100MG 

L-Glutamina PAA Laboratories GmbH M11-004 

Medio base de cultivo  (DMEM) PAA Laboratories GmbH E15-005 

Microtubo 0,5 ml Deltalab 200400 

Penicilina/ Estreptomicina (P/E) Sigma-Aldrich P4333-100ML 

Pipeta serológica 1 ml estéril Labclinics PN1E1 

Pipeta serológica 5 ml estéril Labclinics PN5E1 

Pipeta serológica 10 ml estéril Labclinics PN10E1 

Placa multipocillo 24 BD 353047 

Punta 0,5-10 μl Labbox TIPP-011-1k0 

Punta 2-200 μl Labbox TIPP-200-1K0 

Punta 100-1000 μl Labbox TIPP-1K1-1K0 

Suero bovino fetal (SBF) LINU 50181 

Tripsina/ EDTA 0,25% (T/E) Sigma-Aldrich T4049-100ML 

Tóxina Colérica Gentaur 44-100 

Tubo de polipropileno 15 ml Deltalab 429946 

Tubo de polipropileno 50 ml Deltalab 429926 
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CARACTERIZACIÓN CELULAR 

MATERIAL CASA COMERCIAL REFERENCIA 

INMUNOFLUORESCENCIA 

CD90 BD 550402 

Citoqueratina-7 ThermoScientific MS-1352P0 

e-Cadherina  BD Bioscience 610181 

Hoescht Sigma-Aldrich H6024-10ML 

Lectina HPA - - 

Medio de montaje BD Vecta shield H-1000 

Metanol Sigma-Aldrich 534013 

MUC5AC EMD Millipore Corporation MAB-2011 

Multichamber Ibidi 80826 

Parafilm Pechiney PM-966 

PBS Sigma-Aldrich P5493-1L 

Suero de burro Sigma-Aldrich D9663 

Vimentina Santa Cruz Biotechnology SC-6260 

TINCIÓN ÁCIDO PERIÓDICO DE SCHIFF 

Ácido periódico Sigma-Aldrich P5463 

Agua destilada Laboratorio Farmac 346189 

Etanol 96° Panreac 121085.1211 

Etanol 70° Panreac 192695 

Hematoxilina II de Gill Merck 1.05174.1000 

Reactivo de Schiff Merck 1.09033.0500 

PBS Sigma-Aldrich P5493-1L 
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ANDAMIAJES DE FIBRINA 

MATERIAL CASA COMERCIAL REFERENCIA 

ELABORACIÓN 

Ácido Tranexámico Rottapharm 672018 

Cloruro cálcico Braun Medical 635656 

Criotubo estéril 3ml VWR 479-1775 

Insert 24 pocillos BD 353095 

Placa de 96  Labclinics 256510 

Placa de 24 BD 353047 

HISTOLOGÍA 

Ácido acético glacial Fluka 1005706 

Agua destilada 1 l Laboratorio Farmac 346189 

Cassette de histología 1 celda Deltalab 554143 

Cassette de histología 2 celdas Labbox 127300 

Cubreobjetos de vidrio (24X24) Paul Marienfeld GmbH - 

Cubreobjetos de vidrio (24X50) Menzel-Glaser AC1575 

EnVision™ DAKO K4061 

Eosina Y Sigma-Aldrich HT110216 

Etanol 96° Panreac 121085.1211 

Etanol absoluto Panreac 121086.1211 

Hematoxilina de Mayer Sigma-Aldrich S1275 

Medio de montaje (DPX) Sigma-Aldrich 44581 

Pancitoqueratina PROGEN 61835 

Parafina Merck 1151619025 

Paraformaldehído 4% Panreac 252931.1211 

Portaobjetos Menzel-Glaser J3800AMNZ 

Tricrómico de Masson Sigma-Aldrich HT15-1KT 

Vimentina DAKO M0725 

Xilol Sigma-Aldrich S34056 
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ANDAMIAJES DE FIBRINA 

MATERIAL CASA COMERCIAL REFERENCIA 

PROLIFERACIÓN CELULAR 

Alamar Blue® Abd Serotec BUF012B 

Azul Tripán Sigma-Aldrich T8154 

Cámara de Neubauer Paul Marienfeld - 

Colagenasa I Serva 1745401 

Microtubo 0,5 ml Deltalab 200400 

Placa de cultivo 96 Labclinics 256510 

Placa de cultivo 24 BD 353047 

Tubo de polipropileno 15 ml Deltalab 429946 

MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE BARRIDO 

Agua destilada 1 l Laboratorio Farmac 346189 

Etanol 96° Panreac 121085.1211 

Etanol absoluto Panreac 121086.1211 

Glutaraldehído Sigma-Aldrich G5882-50ML 

Tampón fosfato salino (PBS) Sigma-Aldrich P5493-1L 

ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD 

Cámara de cultivo 8 pocillos Nunc Brand 154534 

Dimetilsulfóxido (DMSO) Sigma-Aldrich D2650-100ML 

Kit Live/Dead® Life Technologies L-3224 

Tampón fosfato salino (PBS) Sigma-Aldrich P5493-1L 
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CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA 

MATERIAL CASA COMERCIAL REFERENCIA 

DETECCIÓN DE ELASTINA 

Kit Fastin Biocolor F4000 

Microtubo de 1,5 ml Deltalab 640450 

Microtubo de 2 ml Deltalab 4092.7N 

Placa multipocillo 96 con bordes 
negros Labclinics 256510 

DETECCIÓN DE COLÁGENO 

Ácido acético Sigma-Aldrich A9967 

Ácido clorhídrico (HCl) Sigma-Aldrich H1758 

Kit Sircol Biocolor S5000 

Microtubo de 1,5 ml Deltalab 640450 

Microtubo de 2 ml Deltalab 4092.7N 

Pepsina Sigma-Aldrich P7012-1G 

Placa multipocillo 96 con  
bordes negros Thermo Scientific/Nunc 265301 

DETECCIÓN DE GAG 

Acetato sódico (C2H3NaO2) Sigma-Aldrich S8750-250G 

Ácido etilendiaminotetraacético 
disodio (Na2EDTA) Sigma-Aldrich E5134-100G 

Agua destilada 1 l Laboratorio Farmac 346189 

Clorhidrato de cisteína Sigma-Aldrich C1276-10G 

Kit Blyscan Biocolor B3000 

Microtubo de 1,5 ml Deltalab 640450 

Microtubo de 2 ml Deltalab 4092.7N 

Papaína Sigma-Aldrich P3125-100MG 

Placa multipocillo 96 con  
bordes negros Thermo Scientific/Nunc 265301 

Tampón fosfato salino (PBS) Sigma-Aldrich P5493-1L 



Ana Fernández González 
Desarrollo y optimización de andamiajes tridimensionales para el cultivo 
de células de la conjuntiva  

XI- ANEXO I. 
MATERIAL 

 

297 
 

PROTOCOLO DE DESCELULARIZACIÓN 

MATERIAL CASA COMERCIAL REFERENCIA 

PREPARACIÓN DE SOLUCIONES  

Ácido clorhídrico (HCl) Sigma-Aldrich H1758 

Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) Sigma-Aldrich E6758-500G 

Agua destilada 1 l Laboratorio Farmac 346189 

Cloruro sódico (NaCl) Panreac 121659.1211 

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) Sigma-Aldrich P7626-250MG 

Frasco de urocultivo Soria Genlab FRM100EU 

Hidróxido sódico (NaOH) Sigma-Aldrich S8045 

Microtubo de 0,5 ml Deltalab 200400 

Penicilina/ Estreptomicina (P/E) Sigma-Aldrich P4333-100ML 

Solución almacenamiento pHmetro Hanna Instruments 900070308 

Solución calibración pH 4 Hanna Instruments 900070040 

Solución calibración pH 7 Hanna Instruments 900070070 

Solución electrolito pHmetro Hanna Instruments 900070710 

Tampón fosfato salino (PBS) Sigma-Aldrich P5493-1L 

Tampón Trizma® hidrocloruro (TRIS) Sigma-Aldrich T5941-500G 

TRATAMIENTO ENZIMÁTICO 

Albúmina humana Octapharma 662667.2 

Cloruro de magnesio (MgCl2) Merck 5833 

Cloruro sódico (NaCl) Panreac 121659.1211 

Desoxirribonucleasa I (DNAsa I) AppliChem A3778.0500 

Glicerol Panreac 131339.1211 

Ribonucleasa A (RNAsa A) AppliChem A2760.0500 

Tampón Trizma® hidrocloruro (TRIS) Sigma-Aldrich T5941-500G 
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11.2. ANEXO II. PROTOCOLOS 
 

PROTOCOLO I: INMUNOHISTOQUÍMICA INDIRECTA 

 
1. Lavado de las muestras con PBS 1X, dos veces durante 5 minutos. 
2. Permeabilización con Tritón al 0,3 % en PBS 1X durante 10 minutos en el caso 

de los antígenos citoplasmáticos.  
3. Lavado con PBS 1X, tres veces durante 5 minutos. 
4. Incubación con la solución de bloqueo (suero de burro al 5% en PBS 1X) durante 

1 hora. 
5. Incubación de las células con los anticuerpos primarios específicos, para células 

epiteliales (CK7) y para fibroblastos conjuntivales (Vimentina y CD90) durante 
toda la noche a 4°C. Para la detección de MUC5AC y de e-cadherina la 
incubación con el anticuerpo primario se realizó durante 1 hora a 37°C. 
Incubación de las muestras con su anticuerpo secundario correspondiente 
conjugado con AlexaFluor durante 1 hora.  

6. Lavado con PBS 1X, tres veces durante 5 minutos. Contrateñir los núcleos con 
Hoechst (1:1000) durante 10 minutos. 

7. Lavado con PBS 1X, dos veces. 
8. Montaje con medio de montaje Vector®. 

 

Todos los procesos se realizaron a temperatura ambiente excepto la incubación con 
los anticuerpos primarios. 
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PROTOCOLO II: INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA 

 

1. Lavado de las muestras con PBS 1X, dos veces durante 5 minutos. 
2. Incubación con la lectina HPA a 37°C durante 30 minutos.  
3. Lavado con PBS 1X dos veces durante 5 minutos.  
4. Contrateñir los núcleos con Hoechst (1:1000) durante 10 minutos. 
5. Lavado con PBS 1X, dos veces. 
6. Montaje con medio de montaje Vector®. 
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PROTOCOLO III: TINCIÓN PAS 

 

1. Incubación de las muestras con alcohol de 96°C durante 3 minutos. 
2. Incubación de las muestras con alcohol de 70°C durante 3 minutos. 
3. Lavado con agua destilada durante 30 segundos. 
4. Incubación con ácido periódico durante 2 minutos. 
5. Lavado con agua destilada durante 30 segundos. 
6. Incubación con reactivo de Schiff durante 5 minutos en oscuridad. 
7. Incubación con  PBS durante 15 minutos. 
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PROTOCOLO IV: OBTENCIÓN DE CRIOPRECIPITADO Y PLASMA SOBRENADANTE DE 
CRIOPRECIPITADO 

 

OBJETO: 

Describir el método de obtención de crioprecipitado y plasma sobrenadante de 

crioprecipitado. 

El crioprecipitado es la porción de plasma insoluble en frío que precipita después de que 

el plasma fresco congelado se ha descongelado entre 1-6 ºC. El crioprecipitado contiene 

aproximadamente el 50% de Factor VIII, el 20-40% de fibrinógeno y una parte de Factor 

XIII presente en la unidad de plasma fresco congelado original. 

 

Comienza: con la disponibilidad de una unidad de plasma fresco congelado a partir de 

la cual se pretende obtener crioprecipitado. 

 

Finaliza: con la obtención y registro informático de una unidad de crioprecipitado y una 

unidad de plasma libre de crioprecipitado que contiene los factores presentes en la 

unidad de plasma original excepto el Factor VIII, fibrinógeno y Factor XIII (ver Anexo 1 

de PR-PTO-01). 

 

DESARROLLO 

El crioprecipitado se puede preparar a partir de PFC cuarentenado o a partir de PFC 

cuarentenado o inactivado, preferentemente de aféresis, según disponibilidad. 

1) Sacar del congelador las unidades seleccionadas de PFC y mantenerlas a 4º C  hasta 

que se descongelen (12-16 horas). 

2) Unir mediante sellado estéril una bolsa satélite en la que reflejamos el nº de 

donación. Pinzar entre ambas. 

3) Centrifugar la bolsa a 4200 rpm durante 10 minutos a 4º C  (programa 4 centrífuga 

Jouan KR4i). Antes de centrifugar ejecutar un “precool”. 
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4) Sacar con mucho cuidado las bolsas del cubilete de la centrífuga y colocarla en el 

extractor manual de plasma. Observar cómo el crioprecipitado se ha quedado adherido 

a las paredes de la bolsa primaria. 

5) Separar rápidamente el crioprecipitado para evitar que se disuelva. Para ello, retirar 

el pinzado entre la bolsa primaria y la satélite, accionar la prensa y dejar pasar el plasma 

libre de crioprecipitado a la bolsa satélite. 

6) Dejar unos ml de plasma junto con el crioprecipitado para que el volumen final sea 

25-30 ml. 

7) Registrar en eDelphyn: 

Crioprecipitado---Componente a transformar (E3826) ----nº donación (leer el código de 

la etiqueta del plasma). En ese momento se genera informáticamente los 2 productos y 

sus etiquetas respectivas – seguir los pasos hasta completar etiquetaje.  

 Crioprecipitado: E3575. 

 Plasma sobrenadante de crioprecipitado: E2553. 

Almacenar según lo requerido por el proyecto, bien a 4°C o bien congelar a temperatura 
inferior a -20°C. 
8) Dar de baja los productos solicitados en  eDelphyn por motivo “destino biobanco”. 

9) Registrar los productos en eDelphyn de biobanco. 

 

DOCUMENTACIÓN DE REFERENCIA 
- Manual Técnico AABB (American Association of Blood Banks). 

- Clinical Practise of Transfusion Medicine. Ed by Petz and Swisher. 

- Estándares de Acreditación en Transfusión Sanguínea. CAT. 
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PROTOCOLO V: TINCIÓN HEMATOXILINA&EOSINA 

 

Antes de comenzar con la tinción, se introdujeron las muestras en una estufa (1.500E, 
Shel Lab) a 60ºC durante media hora. 

En primer lugar, se van a desparafinar y rehidratar las muestras: 

• Xilol, 5 minutos (min) (2 ciclos), alcohol absoluto, 5 min (2 ciclos), alcohol 90º, 5 
min (2 ciclos), alcohol 70º, 5 min y lavado en agua corriente, 2 min. 

Posteriormente, se procede a realizar la tinción: 

• Hematoxilina de Mayer, 2 min, como mordiente inmersión en alcohol de 50º y 
solución de eosina Y, 4 min.* 

A continuación se deshidratan las muestras antes de su montaje. 

• Alcohol de 90º, 5 min (2 ciclos), alcohol absoluto, 5 min (2 ciclos) y xilol, 5 min 
(2 ciclos). 

Finalmente, se añade una gota de medio de montaje (Distyrene Plasticizer Xylene, DPX) 
sobre las muestras teñidas y se coloca el cubreobjetos de vidrio, aplicando un poco de 
presión para eliminar la presencia de burbujas que puedan interferir con la visualización 
de las preparaciones.  

Como resultado de la tinción, los núcleos se van a teñir de morado; el citoplasma y la 
fibrina de rosa; la musculatura y los glóbulos rojos de rosa fuerte, rojo o anaranjado. 

*Preparación de eosina Y, se añade 1 gramo de eosina Y en 100 ml de agua destilada. 
Además se añaden 2-3 gotas de ácido acético glacial y se agita vigorosamente hasta su 
completa dilución.  
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PROTOCOLO VI: PREPARACIÓN DE MUESTRAS PARA SEM 

 

En primer lugar, es necesario deshidratar las muestras para proceder a desecarlas. 

• Lavado con PBS, 30 min (3 ciclos), alcohol al 20%, 40 min, alcohol al 30%, 40 min, 
alcohol al 50%, 40 min, alcohol al 70%, 40 min, alcohol al 80%, 40 min, alcohol 
al 90%, 40 min, alcohol al 96%, 40 min (3 ciclos), Etanol Absoluto, 40 min (2 
ciclos).  

Una vez que las muestras están en etanol absoluto, se desecan por punto crítico en un 
desecador (CPD Balzers).  

1. Para ello se inserta la cámara en el agente intermedio (alcohol absoluto) y se 
colocan las muestras sin tocar la zona de estudio.  

2. Se cierra la cámara de presión y se refrigera, cooling, por debajo de 10°C (5 min).  

3. Se permite la entrada de CO2 líquido, medium in, abriendo la bombona. 
Comprobar que la válvula esté bien cerrada. En este paso se inicia la sustitución 
del agente intermedio por el CO2. Se agita, stirrer, durante todo el proceso de 
sustitución. 

4.  Se deja que la cámara se llene completamente.  

5. Se permite la salida de parte del líquido, medium out, pero las muestras quedan 
siempre cubiertas.  

6. Se repiten los pasos 4 y 5 durante 6 veces, con 3 lavados de 15 min, y luego el 
resto de 10 min.  

7. Se llena la cámara de CO2 justo por debajo del borde superior de la ventana 
frontal. 

8. Se apaga stirrer, medium in, cooling y se encinde heating. Una vez alcanzados 
los 40°C, el CO2 habrá pasado de líquido a gas superando así el punto crítico del 
CO2. Se deja hasta presión de 90 bar. 

9. Se permite la salida del gas, gas out, muy lentamente durante 15 minutos 
aproximadamente asegurándose antes de que la válvula está cerrada 
completamente. 

10. Se abre la cámara de presión, se retiran las muestras y se cierra la bombona.  
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Tras la completa desecación de las muestras se introducen las muestras en un 
recubridor (Sputter coater SCD 004, Balzers) para cubrirlas con una capa de oro coloidal 
que asegure la conductividad eléctrica de toda su superficie. 

Se colocan las muestras con cinta doble sobre los soportes específicos para SEM, 
evitando tocar la zona de estudio y se abre la válvula de argón. 

1. Se inserta la muestra en la campana y se enciende el equipo. 

2. Se hace el vacío entre 0,05 y 0,07 (esto se consigue con varios lavados de hasta 
un mínimo de 0,02). En este paso se sustituye el aire que contiene el equipo por 
el gas argón. 

3. Se ajusta el tiempo a 400 segundos y la corriente a 25-30 mA.  

4. Se enciende el botón start. 

Una vez recubierta las muestras, ya estarían listas para su visualización en el 
microscopio. 
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PROTOCOLO VII: INMUNOHISTOQUÍMICA VIMENTINA 

 
1. En primer lugar, se van a desparafinar y rehidratar las muestras: 

- Xilol: 10 minutos (2 ciclos); alcohol absoluto: 5 minutos (2 ciclos); alcohol 
90°C: 5 minutos (2 ciclos); alcohol 70°C: 5 minutos y lavado en agua 
corriente: 2 minutos. 

2. Inactivación de la peroxidasa endógena mediante incubación con una solución 
metanol – peróxido de hidrógeno (H2O2) al 3% durante 30 minutos en 
oscuridad. 

3. Lavado con PBS durante 5 minutos (3 ciclos). 
4. Pretratamiento para desenmascarar epítopos: 

- Olla a presión en buffer de citrato sódico en agua destilada (5,882 g/ 2 
l), pH 6. 

- Tratamiento con tripsina durante 30 minutos en cámara húmeda a 37°C. 
5. Lavado con PBS durante 5 minutos (3 ciclos). 
6. Incubación con el anticuerpo primario vimentina (1/1000) en cámara húmeda 

durante toda la noche a 4°C. 
7. Lavado con PBS durante 5 minutos (3 ciclos). 
8. Envision® durante 40 minutos en cámara húmeda. (Es anti-mouse por el 

anticuerpo primario es monoclonal). 
9. Lavado con PBS durante 5 minutos (3 ciclos). 
10. Revelado: 100 µl agua destilada; 2 µl HPS (Hydrogen Peroxidase Solution); 2 µl 

BSS (Buffer Saline Solution); 4 µl DAB (Diaminobencidina) 
11. Parada de la reacción y lavado en agua corriente. 
12. Contraste de núcleos con Hematoxilina de Harris. 
13. Lavado en agua corriente. 
14. Deshidratación de las muestras. 
15. Montaje de preparaciones. 
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PROTOCOLO VIII: INMUNOHISTOQUÍMICA PANCITOQUERATINA 

 
1. En primer lugar, se van a desparafinar y rehidratar las muestras: 

- Xilol: 10 minutos (2 ciclos); alcohol absoluto: 5 minutos (2 ciclos); alcohol 
90°C: 5 minutos (2 ciclos); alcohol 70°C: 5 minutos y lavado en agua 
corriente: 2 minutos. 

2. Inactivación de la peroxidasa endógena mediante incubación con una solución 
metanol – peróxido de hidrógeno (H2O2) al 3% durante 30 minutos en 
oscuridad. 

3. Lavado con PBS durante 5 minutos (3 ciclos). 
4. Pretratamiento para desenmascarar epítopos: 

- Olla a presión en buffer de citrato sódico en agua destilada (5,882 g/ 2 
l), pH 6. 

- Tratamiento con tripsina durante 30 minutos en cámara húmeda a 37°C. 
5. Lavado con PBS durante 5 minutos (3 ciclos). 
6. Incubación con el anticuerpo primario pancitoqueratina (1/200) en cámara 

húmeda durante toda la noche a 4°C. 
7. Lavado con PBS durante 5 minutos (3 ciclos). 
8. Envision® durante 40 minutos en cámara húmeda. (Es anti-mouse por el 

anticuerpo primario es monoclonal). 
9. Lavado con PBS durante 5 minutos (3 ciclos). 
10. Revelado: 100 µl agua destilada; 2 µl HPS (Hydrogen Peroxidase Solution); 2 µl 

BSS (Buffer Saline Solution); 4 µl DAB (Diaminobencidina) 
11. Parada de la reacción y lavado en agua corriente. 
12. Contraste de núcleos con Hematoxilina de Harris. 
13. Lavado en agua corriente. 
14. Deshidratación de las muestras. 
15. Montaje de preparaciones. 
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PROTOCOLO IX: TINCIÓN TRICRÓMICO DE MASSON 

 

Antes de comenzar con la tinción, se introdujeron las muestras en una estufa (1.500E, 
Shel Lab) a 60°C durante 30 minutos. 

1. En primer lugar, se van a desparafinar y rehidratar las muestras: 

Xilol: 10 minutos (2 ciclos); alcohol absoluto: 5 minutos (2 ciclos); alcohol 90°C: 
5 minutos (2 ciclos); alcohol 70°C: 5 minutos y lavado en agua corriente: 2 
minutos. 

2. Teñir con Hematoxilina férrica de Weigert* 20 minutos. 
3. Lavar en agua corriente 30 minutos. 
4. Teñir con fucsina ácida* mediante inmersión 2 minutos. 
5. Lavar en agua destilada. 
6. Tratar con ácido fosfomolíbdico* mediante inmersión 5 minutos. 
7. Drenar la preparación para quitar el exceso de fosfomolíbdico y secar un poco. 
8. Teñir con verde luz * 15 minutos. 
9. Lavar con agua destilada. 
10. Tratar con ácido acético al 1% durante 2 minutos. 
11. Deshidratar y montar. 

 

*Preparación de Hematoxilina férrica de Weigert: 

Solución A: se añaden 5 gramos de hematoxilina en 500 ml de alcohol 96°.  

Solución B: se añaden 5,8 gramos de percloruro de hierro en 5 ml de HCl concentrado. 
Se añaden también 490 ml de agua destilada.  

Se mezclan ambas soluciones a partes iguales 10 minutos antes de usarla, se debe echar 
la solución B sobre la A para que la mezcla sea la adecuada. Se filtra la solución 
resultante. 

*Preparación de fucsina ácida: se añaden 0,5 gramos de fucsina ácida en 0,5 ml de ácido 
acético glacial y 100 ml de agua destilada. Se filtra la solución resultante, se puede 
reutilizar. 

*Preparación de ácido fosfomolibdico: se añade 1 gramo de ácido fosfomolibdico en 
100 ml de agua destilada. Se filtra la solución resultante, no se puede reutilizar. 

*Preparación de verde luz: se añade 0,1 de verde luz SF en 0,2 ml de ácido acético puro 
y 100 ml de agua destilada. Se filtra la solución resultante, no se puede reutilizar. 
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PROTOCOLO X: REALIZACIÓN DEL ENSAYO BIOQUÍMICO SIRCOL 

 

Para la realización de este protocolo se requieren dos días, en el primer día se procesan 
las muestras para su digestión enzimática y en el segundo día se realiza el protocolo 
para la detección de colágeno. 

DIA 1: 

1. Se prepara la solución enzimática para la digestión:  

Solución stock. Pepsina 4 mg/ml en HCl 10 mM (se almacena a -20°C) Tarda en 
disolverse 1 h aproximadamente. Se agita en el agitador orbital (Rocker 25, 
Labnet) a 4°C hasta su completa disolución. 

Solución de trabajo. 0,1 mg/ml de la solución stock de pepsina en ácido acético 
0,5 M. 

NOTA: La solución stock se descongela a 4°C y se disuelve en ácido acético 0,5 M 
previamente enfriado a 4°C. 

2. Se introducen las muestras desecadas en tubos de 2 ml y se añade 1,5 ml de la 
solución de digestión. Se mantiene la digestión enzimática durante toda la 
noche a 4°C. 

DIA 2: 

3. Se recuperan 100 µl de cada muestra, estaban a 4°C, en tubos de 2 ml y se añade 
un 1 ml del reactivo Sircol Dye Reagent.* 

4. Se mezcla durante 30 min en el agitador orbital a 120 revoluciones por minuto 
(rpm). 

5. Se centrifugan las muestras a 15.000 g durante 10 min. 

6. Se retira con cuidado el sobrenadante de las muestras sin eliminar el pellet (Se 
puede utilizar un papel o bastoncillo). 

7. Se añaden 750 µl del reactivo Acid-Salt Wash Reagent* a las muestras (no se 
debe agitar y/o resuspender). 

8. Se centrifuga a 15.000 g durante 10 min. 

9. Se retira con cuidado el sobrenadante de las muestras sin eliminar el pellet (Se 
puede utilizar un papel o bastoncillo). 
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10. Se añaden 250 µl del reactivo Alkali-Reagent* a las muestras. 

11. Se agita en el vórtex hasta su completa disolución, (el proceso tarda unos 2 min 
aproximadamente). 

12. Se añaden 200 µl en la placa de absorbancia y se mide en el espectrofotómetro 
(Multiskan EX, Labsystems) a 550 nm. 

*Estos componentes vienen suministrados en el kit. 
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PROTOCOLO XI: REALIZACIÓN DEL ENSAYO BIOQUÍMICO FASTIN 

 

1. Se prepara la extracción de la elastina insoluble: 

Para ello se introducen las muestras en tubos de 1.5 ml y se añaden 750 µl de 
ácido oxálico* 0,25 M. 

NOTA: El ácido oxálico, suministrado con el kit, se encuentra a una concentración de 1 
M, se diluye 1:4 en agua destilada para alcanzar una concentración final de 0,25 M.  

2. Se introducen las muestras en el agitador térmico a 100°C durante 60 minutos. 
A los 30 minutos se agitan las muestras en el vórtex durante 1 minuto. 

3. Se centrifugan las muestras a 12.000 g durante 10 minutos. 

NOTA: Estos pasos se repetirán tantas veces sea necesario hasta que no se detecte 
pellet tras la centrifugación. Se ha establecido un total de dos extracciones para los 
tejidos a estudiar. Los datos obtenidos en la segunda extracción se suman a los de la 
primera para obtener el contenido total de elastina. 

4. Se recoge un volumen de entre 10 y 100 µl de sobrenadante (se recomiendan 
50 µl) y se añade a un nuevo tubo de 1,5 ml. 

5. Se añade un volumen equivalente de Elastin Precipitating Reagent* al volumen 
de muestra recogida. 

6. Se agita en el vórtex durante unos segundos y se deja reposar a Tª A durante 15 
min. 

7. Se centrifuga a 12.000 g durante 10 min. 

8. Se retira el sobrenadante invirtiendo los tubos, se trata de eliminar la mayor 
cantidad de líquido con ayuda de un papel o bastoncillo. 

9. Se añade 1 ml de Dye Reagent* (se almacena a 4ºC) y se introduce en el agitador 
térmico a 1.400 rpm durante 90 minutos. 

10. Se centrifuga a 12.000 g durante 10 min. 

11. Se retira el sobrenadante invirtiendo los tubos y se trata de eliminar la mayor 
cantidad de líquido con ayuda de un papel o bastoncillo. 

12. Se añaden 250 µl de Dye Dissociation Reagent.* 
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13. Se mezclan durante 1 min a 1.400 rpm en el agitador térmico y se deja reposar 
durante 10 min. 

14. Se pasa por el vórtex unos minutos. 

15. Se añaden 250 µl de muestra en una placa de 96 pocillos y se mide la 
absorbancia con el filtro de 550 nm. 

*Estos componentes vienen suministrados en el kit. 
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PROTOCOLO XII: REALIZACIÓN DEL ENSAYO BIOQUÍMICO BLYSCAN 

 

1. Se prepara la solución de digestión:  

- Solución stock de papaína. 80 µl de solución de papaína dan lugar a una solución 
de 15 a 20 mg de papaína por 100 ml de PBS. 

- 0,1 M de acetato sódico (0,82 g /100 ml). 

- 0,01 M de ácido etilen-diamino-tetraacético disodio (Na2EDTA) (0,37 g/ 100 ml). 

- 0,005M Clorhidrato de cisteína (80 mg/ 100 ml). 

- 0,2 M de PBS a pH 6,4. 

2. Se introducen las muestras desecadas en tubos de 2 ml y se añaden 1,5 ml de la 
solución de digestión. Se mantiene la digestión durante 3 horas a 65°C en el 
agitador térmico.  

3. Se centrifugan los tubos de la digestión a 10.000 g durante 10 min. 

4. Se recogen 50 µl del sobrenadante resultante y se añaden a un nuevo tubo de 
2 ml. 

5. Se enrasa a 100 µl con agua destilada y se añade 1 ml de Blyscan Dye Reagent.* 
Se mezcla por inversión. 

6. Se mezcla durante 30 min a 120 rpm en un agitador orbital (Rocker 25, Labnet). 

7. Se centrifuga a 15.000 g durante 10 min. 

8. Se retira el sobrenadante por inversión, con cuidado de no arrastrar el pellet, 
ayudarse de un bastoncillo o papel para retirar la mayor cantidad de líquido. 

9. Se añaden 500 µl del Dissociation Reagent.* 

10. Se agita en el agitador térmico durante 1-2 min hasta su completa disolución. 

11. Se centrifuga a 15.000 g durante 5 min para eliminar la espuma. 

12. Se añaden 200 µl de cada muestra en una placa de 96 pocillos y se mide la 
absorbancia a 656 nm.  

*Estos componentes vienen suministrados en el kit. 
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PROTOCOLO XIII: PREPARACIÓN DE LA SOLUCIÓN HIPOTÓNICA 

 

En primer lugar, se llena un vaso de precipitados, hasta un poco menos del volumen a 
preparar, con agua destilada. En segundo lugar se añaden los componentes de la 
solución hipotónica, bajo agitación magnética continuada (10-515 Bioblock Scientific), 
en el siguiente orden: 

• Tampón Trizma® hidrocloruro (TRIS) 10 mM. 

• Ácido etilendiaminotetraacético (Ethylenediaminetetraacetic Acid, EDTA) 5 
mM*. 

• Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (Phenylmethylsulfonyl Fluoride, PMSF) 0,1 mM. 

• Penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 µg/ml (P/E). 

Una vez disueltos todos los componentes se ajusta el pH (KI 2211, Hanna Instruments) 
y se enrasa hasta el volumen necesario con agua destilada. 

*Para que se disuelva el EDTA es necesario subir el pH a 7 y se requieren unos 20 
minutos para su completa disolución.  

Para determinar la osmolaridad se toma una alícuota de 2 ml de la solución preparada 
y se mantiene a 4°C hasta la medición en el osmómetro crioscópico (Osmomat 030, 
Gonotec). El osmómetro se calibra con agua destilada a “0” osmol/kg mientras la 
muestra se atempera. Para la cuantificación se añaden 50 µl de muestra en un 
microtubo de 0,5 ml que se introduce en el osmómetro hasta alcanzar el punto de 
congelación. Una vez finalizado el proceso se recoge el valor resultante. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ana Fernández González 
Desarrollo y optimización de andamiajes tridimensionales para el cultivo 
de células de la conjuntiva 

XI- ANEXO II. 
PROTOCOLOS 

 

316 
 

PROTOCOLO XIV: PREPARACIÓN DE LA SOLUCIÓN HIPERTÓNICA 

 

En primer lugar, se llena un vaso de precipitados hasta un poco menos del volumen a 
preparar con agua destilada. En segundo lugar, se añaden los componentes de la 
solución hipertónica, bajo agitación magnética continuada, en el siguiente orden: 

• TRIS 50 mM. 

• EDTA 5 mM.* 

• Cloruro sódico (NaCl) 150 mM. 

• PMSF 0,1 mM. 

• (100 U/ml- 100 µg/ml-P/E). 

Una vez disueltos todos los componentes se ajusta el pH y se enrasa hasta el volumen 
necesario con agua destilada. 

*Para que se disuelva el EDTA es necesario subir el pH a 7 y se necesitan unos 20 minutos 
para su completa disolución. 

Para determinar la osmolaridad se toma una alícuota de 2 ml de la solución preparada 
y se mantiene a 4°C hasta la medición en el osmómetro crioscópico (Osmomat 030, 
Gonotec). El osmómetro se calibra con agua destilada a “0” osmol/kg mientras la 
muestra se atempera. Para la cuantificación se añaden 50 µl de muestra en un 
microtubo de 0,5 ml que se introduce en el osmómetro hasta alcanzar el punto de 
congelación. Una vez finalizado el proceso se recoge el valor resultante. 
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PROTOCOLO XV: PREPARACIÓN DE LA SOLUCIÓN PARA EL TRATAMIENTO 
ENZIMÁTICO 

 

Primero se preparan las soluciones stock de DNAsa I y RNAsa A para luego preparar la 
solución de utilización con ambas enzimas. 

Solución stock de RNAsa A:* 

• TRIS 10 mM. 

• NaCl 15 mM. 

• Enzima ribonucleasa A (RNAsa A) 10 mg/ml. 

Solución stock de DNAsa I:* 

• Glicerol 50% v/v. 

• TRIS 20 mM. 

• Cloruro de magnesio (MgCl2) 1 mM. 

• Enzima desoxirribonucleasa I (DNAsa I) 10 mg/ml. 

*Una vez preparadas se almacenan a 4°C. 

Solución de utilización: 

• TRIS 50 mM. 

• MgCl2 20 mM. 

• Albúmina humana 50 µg/ml. 

• Solución stock de RNAsa A 40 µg/ml. 

• Solución stock de DNAsa I 50 µg/ml. 
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