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RESUMEN

La sensibilidad a la infeccion por el
virus Herpes Simpfex tipo I, (HSV ) se
determing en una linea celular de
fibroblastos gingivales cultivados in vitro,
al inocular una cepa viral de referencia y
saliva de pacientes sintomdticos para
infeccidn activa por este virus. La
susceptibilidad a la infeccidn viral se
determind por la aparicicn del
caracteristico efecto citopatogénico (ECF),
visualizade al examen microscdpico de los
a&fthm,mnﬁrmdndnsparp&mrmtm
de infeccién e inmunofluorescencia con
anticuerpos menodonales y polidonales
contra H5V I enlos cultivos celulares. Este
resultado amplia el espectro tipico de
infeccidn para Herpesvirus g confirma que
los fibroblastos gingivales permiten los
procesos de replicacion viral y sugiere que
estas células podrian facilitar el acceso de
HSVIal tejido conectivo, favoreciendo la
infeccidn persistente en sitios neurales o

extraneurales.
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INTRODUCCION

Herpes Virus en cavidad
oral

Losvirus mis frecuentemente aislados
en secresion salival en humanos son los
Herpesvirus,“? se cree que ellos persisten
yse multiplican en diversos tipos celulares,
Las células blanco por excelencia son los
queratinocitos de piel o mucosas y hacen
latencia que es un tipo de infeccidn
persistente en raices dorsales de ganglios
sensoriales; como en el trigémine que se
constituye en la fuente de virus en las

recurrencias por Herpes Simplex I, (HSV
RS

En la actualidad se estudian la
sensibilidad de otras oélulas a la infecddn
viral y se tratan de establecer nuevos sitios
de latenda extraneural. Algunos grupos
deinvestigacidn han reportadola presencia
de antigenos HSV [ en cultivos de
queratinocitos provenientes de epitelio
sulcular en pacientes con encias
clinicamente sanas, * * otros, la presencia
de anticuerpos en Fluido Crevicular por
largos periodos de tiempo,® sugiriendo
infeccidn subclinica.

Recientemente, Amit et al, demos-
traron mediante un ensayo de hidridizacién
(Dot-blot), secuencias especificas del ADN
viral, en muestras de tejidos gingivales;
que sugieren posibilidad de latencia en
tejidos periodontales.”
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En nuestro medio nose habian iniciado
estos estudios por esta razén, obtuvimos
unalinea celular de fibroblastos gingivales
ylainfectameos con HSV [, para determinar
la sensibilidad a la infeccién viral v la
permisividad de estas células a la
replicacién viral in vitro.

Objetivos

Como en nuestro medio no se habian
iniciado estos estudios, nos propusimos:
primero, obtengr una linea celular de
fibroblastos gingivales y caracterizarla
Segundo, determinar la susceptibilidad
de estas eélulas alainfeccién por una cepa
de referencia de Herpes Simplex tipo I v
la permisividad al faverecer la replicacidn
viral, Tercero, probar la infectividad de la
saliva de pacientes con sintomatologia
clinica de infeccidn por HSV 1 en los
cultivos de fibroblastos gingivales humanao.
rfiin embrionario humano v pulmén

humano.

Materiales y Métodos

1.0btencién del tejido
gingival

Se obtuvieron especimenes de encia
libre y adherida de pacientes perio-
dontalmente sanos, que requerian
exodoncias de los primeros premolares
por razones ortoddnticas. Se seleccionaron
tres pacientes, dos hombres y una mujer,
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con edades respectivas de 16, 21 y 30 afios,
sinantecedentes médicos/odontolégicos de
enfermedades endocrinas, neoplisicas,
inmunes o infecciosas importantes.

Previamente a las exodondas, a los
pacientes se les tomé dos exdmenes de
laboraterio; el ELISA para el Virus de
Inmunodeficiencia Humana yladeteccién
de antigeno de superficie para Hepatitis B.

Las pacientes no relataron historia de
infeccién herpética al momento de la
cirugia y se tomaron muestras de saliva
para cultivo y aislamiento viral con
resultados negativos, segiin los protocolos
del laboratorio de diagnéstico virolégico
del Departamento de Microbiologia
Médica de la Universidad del Valle.

1.1 Desarrollo de los cultivos
celulares

Se realizé la exodondia bajo anestesia
local, previo debridamiento de los tejidos
alrededeor del premolar con elevador recto
acanalado. Posteriormente se extrajo la
pieza dental con féreeps 150y se retird con
un bisturd, aproximadamente de 0.5
centimetros cuadrados de encia del borde
vestibular que inclufa, encfa libre y encia
adherida. Este fragmento se suspendiéen
un vial que contenia 2 ml de Medio Minimo
Esencial con sales de H'anks, (HMEM),
10% de Suerc Fetal Bovine, (SFB); 200
unidades de Penicilina cristalina, 200 ug
de Streptomicina, Sugde Tetraciclinay 10
ug de Anfotericina B, hasta el
procesamiento en el laboratorio,

El tejido se transfirié a cajas de Petni
estériles y se lavé con PBS estéril mis
antibidticos, separando el tejido epitelial
del conective mediante diseccidn con
bisturi. El conectivo se fracciond con bisturi
en pedazos de 0.5 mm eibicos y se incubd
con tripsina de Sigma (1:250) al .25%
durante dos horas a 37 °C; las células se
disociaron por pipeteo suave v se filtraron
por malla metdlica. Se adiciond HMEM
con Suero Fetal Bovino al 10% vy se
centrifugé a 1.500 r.p.m. durante 10
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minutos, para remover la tripsina. Las
células fueron msuspcndidasirmzpomndﬁ
medio fresco y se sembraron en botellas
para cultive con HMEM y SFB al 10%,
incubdndose a 37 oC en una atmésfera de
5% de C0, por 10 dias*? Los cultivos se
observaron diariamente en microscopio
invertido de luz, hasta visualizar el
crecimiento y multiplicacién de cflulas
fusiformes con caracteristicas morfoldgicas
compatibles con fibroblastos; cuando la
monocapa mostré confluencia, se

realizaron subculivos seriados. Cada tereer

‘dia se cambié de medio de cultive, en

condiciones de esterilidad. (Ver fote Ne.
1)

1.2 Caracterizacion e
identificacion de los
fibroblastos. Descripcion
morfologica

La monocapa se Hiid con Giemsa para
su descripaidn mofoldgica en la seceidn de
Histologia de la Universidad del Valle, Se
realizd cariotificacidn en el laboratorio de
Genética humana en el Departamento de
Morfologia de la misma Universidad, y en
la seccién de cultivos celulares del
laboratorio de Virologia, se realizé la
inhibicién del crecimiento con geneticina
a concentraciones de 100, 500 y 1.000 ng/
mi. después de tripsinizacion para
subeultive, '™ Y {Ver foto No. 2)

Susceptibilidad a la
infeccién viral
Unavezidentificadala linea celular de
Fibroblastos Gingivales Humanos y
estabilizado los cultives, se inocularon: 1-
monocapas celulares con cepas de
referencia para HSV 1 del baneco de virus
del D«:Partamtntude Micrubialogia enla
Universidad del Valle y 2.- Se inocularon
los cultivos celulares con saliva obtenida
de pacientes con sintomatologia de
infeccién herpética oral activa. Segiin
protocolo ensayade por nosotros en el
laboratorio. Dos centimetros cibicos de
saliva, noinducida por quimicos se mezclé
con un volumen igual de HMEM,
5uplementado con SFB al 10F% y penicilina

200 w/ml, Streptomicina 200 ug/ml,
Anfotericina B 200 ug/ml y Tetraciclina
Sug por ml. Los antibidticos se dejaron
actoar por 20 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, la muestra se
homogenizé por pipeteo suave y se
centrifugd a 1.500 r.p.m. por 10 minutos,
en una centrifuga refrigerada a 4 *C. El
sedimento se utilizd para un ensayo de
0.1 ml del
sobrenadante se inoculd en las monocapas
de Fibroblastos Gingivales Humanos,
Pulmén Embronario Humano y Rifidn

inmunofluorescencia,

Embrionaric Humano, dejando en
absorcién el indculo durante 1 hora.
Posteriormente se adiciond EMEM
suplementado con SFE al 2%, an tibidticos
y L glutamina 200 mM. Igualmente se
utilizaron controles negativos delos cultivos
que se siguieron durante todo el
experimento. En otro ensayo, se inoculd
0.1 ml de una dilucién 10 a la menos dos,
de una cepa viral de referencia para H5V
I, en monocapas de cultivos celulares antes
descritos, siguiendo la metodologia
empleada por la seccidn Virdogia de la
Universidad del Valle." "™ Los cultivas se
observaron diariamente en microscapio
invertido de luz Qlimpus 11, con cambios
periddicos del medio, hasta la aparicion
del Efecto Citopatogénico (ECF},
caracteristico de los virus, o dumante 14
dias 4 el indeulo de saliva no fue infectivo,
tiempo después del cual se realizd un pase
en cultivos celulares frescos antes de ser
desechados. Los aislamientes positivos se
confirmaron con pases seriados e
inmunofluorescencia. ™ ¥ (Ver fotos 3,4, 5,
6).

Resultados

Los cultivos virales para Herpes
Simplex tipo I, en la saliva de los pacientes
donantes del tejido gingival; como los
controles de inmunofluorescencia para
deteceién de antigeno viral de HSV I, en
las monocapas de Fibroblastos Gingivales
Humanas, (FGH); Pulmdén Humano (PH)
y Rifién Embrionarie Humano (REH),
fueron negativos.
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En las monocapas infectadas con la
cepa de referendia, se evidencid el dafio al
examen microscdpico entre las 12 y 48
horas, puesto que las células perd:iemn la
tipica forma elongada v fusilorme, para
convertirse en redondeadas, con la
aparicién de racimos y las tipicas
alteraciones en la polaridad celular. Las
células que primero manifestaron la
infeccién fueron el REH y los FGH, més
tardiamente el PH; aunque progresiva-
mente este efecto citopatogénico se
diseminé en los cultives puesto que, entre
las 36 a 45 horas las monocapas fueron
completamente . destruidas, manifes-
tandose par el completo desprendimiento.

En los experimentos con la saliva
obtenida de pacientes sintométicos para
Herpes Oral, se obtuvo un comportamiento
similar, pero ECP se inicid entre las 48
horas a los 5 dias y el desprendimiento de
la monocapa aparecid de los 4 a 7 dias,
Tantoel REH comolos FGH seefectuaron
pases seriados en eélulas frescas,
obteniéndose los mismos resultados.

Inmunofluorescencia
indirecta

Las monocapas infectadas y que
50% de ECP se

desprendieron mecanicamente y se

mostraban  un

centrifugarona 1.500 r_p.m. por 5 minutos,
se retind el sobrenadante y el precipitade
se resuspendiden 0.5 mlde PBSaPh 7y se
colocd una gota de la suspensidn en las
placas para Inmunofluorescencia en
ensayos Pardupiicmlo, utilizandea controles
positivos y negatives. Cuando las gotas
secaron, se fijaron en acetona fria a menos
5 grados centigrados. Luego, se adiciond
una gota de suero Anti HSV I, que se
incubé en cimara hiimeda por 30 minutos.
Se practicaron tres lavados a las placas con
PBS, adiciondndose un antisuero marcado
con fluoreseeina, que se incubd también
por 30 minutes y se lavé tres veces con
PBS. Las placas se secaron a temperatura
ambiente y se montaron con glicerol para
su examen en microscopio de Inmuno-
fluorescencia, ohservindose como positivas

las delos cultivos infectados con las cepas
de referencia v la saliva de los pacientes
sintomdticos para HSV L

Discusidn

Nuestros resultados muestran que
los fibroblastos gingivales cultivados in
vitro son sensiblesalainfeccidn por cepas
referenciade Herpes Simplextipo Ty por
la saliva de pacientes con sintomatologia
clinica de infeccidn agu:lu por &l mismao
virus. Estoampl iaeiesp-eﬂm deinfeccidn
para este virus ¥ genera otros Poﬁl'lllr.'s
sitios extraneurales para latencia o
infeccidn persistente. Por otro lade,
tratamientos dentales como operatoria,
curetage subgingival o cirugia pueden
generar un l:“IJiSL‘I’li.D de recurrencia de
HSV, con dafio en los tejidos de soporte
y proteccidn periodontal, aidn sin las
manifestaciones clinicas caracteristicas y
ésl_usepiso(]jmpﬂdﬁnnpasarin:ulwrﬁdn}s
a los odontdlogos.

Ademais, las células gingivales
infectadas que expresen en su superficie
antigenos virales, serin el blanco de las
células de vigilancia inmunolég[ca.
generindose destruccidn tisular como
respuesta a la infeccién viral. Los
fibroblastos gingjvales también pueden
estar implicados en la fisiopatologia de
esta infeccién, porque al permitir la
replicacidn viral, facilitarfan el paso a
te-jidos s pmﬁlmlos en el organismo,
desde las capas superficiales en piel y
MACOSAS, pmpin':mrln el COmMpPromiso de
las terminaciones nerviosas y, por ende,
los episadios de latencia a nivel neural.

Investigacion mis exhaustiva de estas
hipétesis sehace necesariaen estecampo
para dilucidar la participacién de estos
virus en lasalteraciones agudas y crdnicas

del periodonta.,

SUMMARY

In this work, Fibroblast Cells from
healthy human gingiva were cultivated in
Vitro and its sensivity to Herpes Simplex
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Virus [, { HSV I1was studied. The Fibrhlast
were sensitive to HSV T infection using
viral stock referenceand saliva from patients
with acute symtoms of infection by HSV 1.
cells viral
multiplication asevidenced by the dcw:lnp

These suppurtur]
of eytophatogenic effect and positive
immunofluorescence staining with
monoclonal and policlonal antibodies
against HSV I,

The Gingival Fibroblast might serve as
a primary site for viral multiplication in
Vivo such as facilitate the access to gingival

conective tissue and could serve as a

" extraneural reservoir for Herpes Simplex

Type L.
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CULTIVO RINON EMBRIONARIO
HUMANGO. Se visualizan los diversos tipos
celulares, células epireh’af.es,ﬁbmbfdﬂm
y mesenquimales que al ofrecer una amplia
gama de receptores favorecen la infeccidn,
Olimpus I1 10x. (Foto 3).

EFECTO CITOEPATICO DE HSV [
SOBRE RINON EMBRIONARIO
HUMANO. Se observan alteraciones en la
polaridad celular con destruccidn de las
células infectadas a las 24 horas. (foto 4).

CULTIVO FIBROBLASTOS GINGIVA-
LES HUMANOS (Foto 5).

EFECTO CITOPATICO DE HSV [
SOBRE FIBROBLASTOS GINGIVALES
HUMANOS. (Foto 6).
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