Cultivo y Caracterizacion In Vitro de una Linea Celular de
Fibroblastos Gingivales Humanos

OBJETIVO GENERAL

Establecer una linea celular de fibroblastos,
provenientes de tejido gingival humano.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar por sus caracteristicas morfol6gicas
una linea de fibroblastos gingivales realizando
ademds cariotipificacién e inhibicién del
crecimiento con geneticina y tincién de
papanicolau.

INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

El fibroblasto es una célula del tejido conectivo
que tiene un papel esencial en el desarrollo,
estructura y sostén de los dientes; una de sus
funciones principales es la formacién de las fibras
extracelulares del tejido conectivo, las cuales son
fibras coldgenas, eldsticas, reticulares y
oxitaldnicas, cuyas funciones de contractibilidad y
motilidad contribuyen a la organizacién estructuras
de los tejidos durante su desarrollo y
regeneracion.

Esta célula produce también la sustancia
fundamental o matriz extracelular en la cual se hallan
inmersas las fibras y provee la resistencia necesaria

Jorge Enrigue Soto Franco®

ra kX

Beatriz Parra Patifio

* X%

Adolfo Contreras Rengifo

para el movimiento de los dientes, mediante una
estructura especializada, el ligamento periodontal.

El fibroblasto es la célula predominante en el
tejido conectivo periodontal y juega
consecuentemente un papel central tanto en el
funcionamiento normal como en las alteraciones
patoldgicas de los tejidos periodontales.2

ESTRUCTURA DEL FIBROBLASTO

El fibroblasto en reposo (tendén) posee un
nicleo pequefio, achatado, teiiido, con un
citoplasma escaso, mientras un fibroblasto activo
posee un complemento usual de organelas
citoplasmdticas en mayor cantidad, con varios
complejos de Golgi y muchos perfiles de reticulo
endopldsmico rugoso, mitocondrias y vesiculas
secrctorias3, indicando esto la funcién activa del
fibroblasto de tipo secretorio y sintetizador. Existe
un sistema tubular y filamentoso dentro del
citoplasma cuya funci6n se asocia al mantenimiento
de laforma de la c€lula, al transporte de metabolitos
celulares, al posicionamiento de sus estructuras
intracelulares y al contacto con células adyaoentes.4

Este citoesqueleto se halla normalmente
organizado en haces largos y rectos de
microfilamentos laxamente unidos, y filamentos

Profesor Titular Escuela de Odontologia Universidad del Valle.
Técnica Especializada IV Departamento de Microbiologia Universidad del Valle.
**  Profesor Titular Escuela de Odontologia Universidad del Valle.

Volumen 9 No. 1 - Julio 2000

27



individuales que forman una red tridimensional
entrecruzada. Los microtibulos son estructuras
protéicas, largas, cilindricas, con ligeras curvaturas,
la proteina principal se llama tubulina y posee
estrechas similitudes con la proteina muscular
actina; se pueden distinguir dos tipos de filamentos
sobre la base de su didmetro: microfilamentos y
microtiibulos compuestos por actina, miosina y
vimentina.

Se cree que en las encias existen varias
poblaciones de fibroblastos fenotipicamente
diferentes.®

El coldgeno se observa como fibras de grosory
orientacion variables que ocupan el comportamiento
extracelular que existe entre las células del tejido
conectivo. Recientemente se ha conocido queenel
tejido conectivo en remodelacion, el fibroblasto no
sélo puede sintetizar coldgeno sino degradarlo
simultdneamente de manera controlada y ordenada;
ésta secuencia de hechos se observé por primera
vez en los fibroblastos del ligamento periodontal,
principalmente por que éste, posee una velocidad
de recambio de coldgeno muy alta para poder
acomodar los diversos movimientos menores de los
dientes.”®

Cualquier disminucién en la velocidad de
formacién o degradacién de coldgeno por parte
de los fibroblastos origina una pérdida o una
ganancia de coldgeno tisular, con la consecuente
alteracién de su arquitectura 'y funcién.”

Estas c€lulas que son regularmente identificadas
por su morfologia alargada o estrellada son
propagadas facilmente in vitro. s

Utilizando fibroblastos de tejido gingival y
ligamento periodontal cultivados in vitro, se han
adelantado estudios acerca de la heterogeneidad
de subpoblaciones de fibroblastos y su importancia
en laregulacién de funciones del tejido conectivo
en salud y enfermedad. !

Una linea de fibroblastos gingivales humanos,
L.929, demostré ser un buen modelo para medir
el efecto bioldgico téxico de material unido al
cemento y endotoxinas de periodontopatégenos,
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inhibiendo la proliferacién celular y evitando la
unién de los fibroblastos a la superficie
radicular 112

Phillips et al 199013, utilizaron fibroblastos
cultivados in vitro tratando de dilucidar el papel
de los microorganismos y sus productos en la
patogénesis de la enfermedad periodontal.

Elementos celulares se han utilizado con éxito
en la identificacion aislamiento de virus,
especificamente el diagndstico virolégico utiliza
lineas de fibroblastos humanos como MRCS y
pulmén embrionario, etc., para aislar virus de
muestras clinicas, 1

En la actualidad en la seccién de cultivos
celulares del laboratorio de virologia de la
Universidad del Valle y en la seccién de
Periodoncia de la Escuela de Odontologia no se
posee para fines de investigacién una linea
proveniente de tejido gingival humano.

En dichas células resulta probable que se
cultiven eficientemente los virus que hacen una fase
oral o perioral, se excretan en la saliva o aparezcan
en el fluido crevicular gingival.

Este trabajo pretende establecer y caracterizar
una linea de fibroblastos gingivales humanos
susceptibles de ser infectados por virus de
excrecion oral; ésta linea celular podria ser utilizada
en estudios de investigacion de ciencia basica en
periodoncia tales como pruebas de toxicidad
bacteriana, evaluacién de la biocompatibilidad de
materiales dentales o en procedimientos in vitro
de regeneracion tisular guiada.

La linea celular de fibroblastos gingivales
humanos (FGH) después de su caracterizacién
formard parte del banco de células existente en el
laboratorio de virologia del Departamento de
Microbiologfa de la Universidad del Valle.

JUSTIFICACION

Uno de los principales avances en el drea de
investigacién biomédica del presente siglo, lo
representa el establecimiento de los cultivos
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celulares que le han permitido al hombre la
simulacién in vitro de innumerables problemas en
las ciencias de la Salud. Los cultivos celulares
permiten avanzar en el conocimiento de la fisiologia
celular, la genética, los procesos de reparacién
tisular, y estudiar mecanismos de invasién y
patogénesis por diversos microorganismos como
hongos, bacterias, parésitos y virus.

Con éste trabajo se pretende hacer un aporte
al banco de células de la seccién de virologia de
la Universidad del Valle e iniciar el apoyo del 4rea
basica al programa de especializacién en
Periodoncia que ofrece la Escuela de Odontologia
de la misma universidad.

El establecimiento de una linea celular de
fibroblastos gingivales humanos, permitira
desarrollar una serie de trabajos en las 4reas de
diagnéstico virolégico y en ciencia bésica en las
dreas de operatoria para estudios de toxicidad de
los materiales utilizados en restauracién y en
periodoncia en el entendimiento de algunos
mecanismos de patogénesis de la enfermedad
periodontal en nuestro medio.

METODOS Y MATERIALES

1.1 Cultivo Primario de Fibroblastos
Gingivales

L.L1. Obtencion de las muestras de Encia

Se obtuvieron muestras de encia de pacientes
sanos, sin antecedentes médicos de diabetes o
enfermedad endocrino manifiesta, también se
excluyeron pacientes con enfermedad neoplésica,
antecedentes de hepatitis o seropositivos para el
virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH+), o
pacientes con clinica o antecedentes de infeccién
herpética al momento de la cirugia.

La muestra se obtuvo de especimenes de encia
que requerian Cirugia Periodontal. Se
seleccionaron tres pacientes de sexto femenino y
masculino con edades entre los 16 y 30 afios.
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Se obtuvo una muestra aproximadamente de
0.5 cm. cuadrados de encia, se suspendié en
medio de crecimiento celular (medio minimo
esencial con sales de Hank’s, Hmem con suero
fetal bovino al 10% y antibidticos penicilina 200u,
estreptomicina 200 mg/ml, tetraciclina Sug/mly 10
ug de anfotericina B).

Se obtuvieron muestras de encia de pacientes
sanos que requirieron cirugia periodontal, se
seleccionaron tres pacientes de sexo femenino y
masculino. Aproximadamente 0,5 cm cuadrados
de encia se resuspendi6 en medio de crecimiento.

(Medio Minimo Esencial con sales de Hank’s
HMEM con suero fetal Bovino al 10% y antibiéticos
penicilina 200U, estreptomicina 200 mg/ml,
tetraciclina Sug/ml y 10 ug/ml de Anfotericina B).

1.1.2 Procesamiento de la Muestra

La disociacién del tejido se realiz6 segiin la
metodologia previamente establecida en el
laboratorio de virologia del Departamento de
Microbiologfa y segtin lo descrito para fibroblastos
gingivales por Aleo, etal 1974y 1975 1011,

El tejido se lavé con solucién buffer fosfatos
(PBS) pH 7.2 y se separ6 el epitelio del tejido
conectivo, con bisturi. El conectivo se fraccioné
en pedazos de 0.5 mm ciibicos y se incubé en
tripsina al 0,25% (Sigma 1:250) durante 2 horas
a 37°C. El tejido tripsinizado se disocié mediante
pipeteo suave, extensivo y se filtré por malla
metilica. Las células disociadas se centrifugaron
con medio de crecimiento durante 15 a 20 minutos
a 1.500 r.p.m. en centrifuga refrigerada Hitashi.
El bot6n celular se resuspendi6 en 5 cc de medio
de crecimiento y se sembré en una botella de
poliestireno para cultivo de tejidos de 25 cm
cuadrados. El cultivo se incub6 a 37 C, en
atmésfera de CO, al 5% por diez (10) dias (16)
(17). Los cultivos se observaron diariamente al
microscopio invertido de luz Olimpus II, hasta
visualizar el crecimiento y multiplicacién de células
fusiformes con caracteristicas morfolégicas
compatibles con fibroblastos.
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1.1.3Cultivo Primario de Fibroblastos
Gingivales

A las 72 horas de la siembra se removi6 el

sobrenadante del cultivo y se reemplazé por nuevo

medio de crecimiento. Este cambio de medio se
repiti6 cada dos dias.

Aproximadamente al sexto dia de la siembra
inicial se observé crecimiento de células de
apariencia fusiforme, cuya morfologia coincidia
con la de fibroblasto. La figura 1 muestra el
aspecto del cultivo al octavo dia.

1.2 Caracterizacion de la linea celular.
1.2.1 Obtencion de la linea celular.

A los 12 diasde iniciado el cultivo, el nimero
celular aument6 hasta alcanzar aproximadamente
un 30% de la monocapa Fig.2 a éste tiempo se
realiz6 el primer subcultivo, mediante
desprendimiento de los fibroblastos con EDTA 50
mM y tripsina 0.25%.

Cinco dias posteriores a la tripsinizacién el
crecimiento celular alcanzé el 70%-80% de
confluencia, Figura 3.

La Figura 4 muestra una manocapa confluente
con el 100% de pureza, segin criterios
morfolégicos, correspondiente al cuarto subcultivo
el cual fue utilizado para cariotipificacién, tincién
con giemsa y Papanicolau para su descripcién
morfoldégica por el Laboratorio de Histologia y
Citogenética de la Universidad del Valle, Fig. 5.

. ur i
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1) Analisis citomorfolégico de las monocapas de
fibroblastos gingivales.

2) Cariotipificacién
3) Inhibicién del crecimiento con geneticina
1.2.3 Pruebas de esterilidad.

A la linea celular en subcultivo No. 10 se
ensay6 para detencién de microorganismos con-
taminantes.

Para ello se inocul6 aproximadamente 1 cc
de suspensién celular en caldo de tioglicolato,
medio de Saubouroud y caldo PPLO para aisla-
miento de bacterias, hongos y Micoplasma res-
pectivamente.

Adicionalmente se sembr la suspensién
celular de fibroblastos en un cultivo primario de
Rifién Embrionario Humano y Fibroblastos de
Pulmén con el objeto de aislar posibles virus ad-
venticios o contaminantes tales como Herpes,
CMV u otros.

Todas las pruebas de esterilidad ensayadas
fueron negativas para microorganismos contami-
nantes (bacterias, hongos, virus).

1.2.4 Mantenimiento.

Lalinea celular se preservé y almacené por
congelaci6n en nitrégeno liquido. Se utilizé medio
de crecimiento con 10% de DMSO (Dimetil
sulféxido), aproximadamente dos millones de cé-
lulas por cc se congelaron durante 18 horas a -70
Cy posteriormente se sumergieron en nitr6geno
liquido (-190°C).

DISCUSION

Los fibroblastos gingivales pueden ser culti-
vados, caracterizados y mantenidos relativamen-
te facil y econdmicamente en el laboratorio.

El establecimiento de lineas celulares orales,
permitird la investigacién de ciencia bésica en
periodoncia en nuestra facultad y la colaboracién
e interrelacion entre las ciencias basicas y los cli-
nicos.
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SUMMARY

The main goal is to establish a cellular line of
fibroblast which come from human gingival tissue,
identifying its morphologic features.

Samples were taken from gum of healthy
patients without medical antecedents.

Three females and three male were selected.
Ages were between 16 and 30 years old. A sample
of 0,5 cm? of gum was obtained to take it to a
cellular growth enviroment. Cultures were
incobated at 37°C, CO2 atmosphere at 5% for
ten (10) days. Samples were observed daily with
inverted light Microscope Olimpus I. At 6~ day
growth of fusiform cells was observed; their
morphology was irhcoincidence with that of the
fibroblasts. At 18 day a monolayer of 100%
purity was observed. The cellular line was
preserved and stored by freezing in liquid nitrogen.
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