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OBJETIVO GENERAL

Establecer una linea celular de fibroblastos, pro-
venientes de tejido gingival humano.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar por sus caracteristicas morfologicas
una linea de fibroblastos gingivales realizando ade-
mas cariotipificacién e inhibicién del crecimien-
to con geneticina y tincién de Leucina-
aminopeptidasa.

INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

El fibroblasto es una célula del tejido conectivo
que tiene un papel esencial en el desarrollo, estruc-
tura y sostén de los dientes; una de sus funciones
principales es la formacién de las fibras
extracelulares del tepido conectivo, las cuales son
fibras colagenas, elasticas, reticulares y oxitalanicas,
cuyas funciones de contractibilidad y motilidad
contribuyen a la organizacion estructuras de los
tejidos durante su desarrollo y regeneracién.’

Esta célula produce también la sustancia funda-
mental o matriz extracelular en la cual se hallan
inmersas las fibras y provee la resistencia necesaria
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Articulo original

Cultivo y caracterizacion in
vitro de una linea celular de
fibroblastos gingivales
humanos

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 consecuente-
mente un papel central tanto en el funcionamien-
to normal como en las alteraciones patolégicas de
los tepidos periodontales.?

ESTRUCTURA DEL FIBROBLASTO

El fibroblasto en reposo (tendén) posee un
nucleo pequetio, achatado, tefiido, con un citoplas-
ma escaso, mientras un fibroblasto activo posee
un complemento usual de organelas citoplasmaticas
en mayor cantidad, con varios complejos de Golgi
y muchos perfiles de reticulo endoplismico rugo-
50, mitocondrias y vesiculas secretorias’, indican-
do esto la funcidn activa del fibroblasto de tipo
secretorio y sintetizador. Existe un sistema tubular
y filamentoso dentro del citoplasma cuya funcién
se asocia al mantenimiento de la forma de la célu-
la, al transporte de metabolitos celulares, al posi-
clonamiento de sus estructuras intracelulares y al
contacto con células adyacentes.*
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Este citoesqueleto se halla normalmente orga-
nizado en haces largos v rectos de microfilamentos
laxamente unidos, y filamentos individuales que
forman una red tridimensional entrecruzada. Los
microtbulos son estructuras protéicas, largas, ci-
lindricas, con ligeras curvaturas, la proteina prin-
cipal se llama tubulina y posee estrechas similitu-
des con la proteina muscular actina; se pueden
distinguir dos tipos de filamentos sobre la base de
su diamietro: mierofilamentos y microtibulos
COmMpuestos por actina, miosina y vimentina.’

Se cree que en las encias existen varias poblacio-
nes de fibroblastos fenotipicamente diferentes.®

El colageno se observa como fibras de grosor y
orientacion variables que ocupan el comportamien-
to extracelular que extiste entre las células del teji-
do conectivo. Recientemente se ha conocido que
en el tejido conectivo en remodelacién, el fibroblasto
no solo puede sintetizar colageno sino degradarlo
simultineamente de manera controlada y ordena-
da; ésta secuencia de hechos se observo por prime-
ra vez en los fibroblastos del ligamento periodontal,
principalmente por que éste, posee una velocidad
de recambio de colageno muy alta para poder aco-
modar los diversos movimientos menores de los
dientes,”®

Cualquier disminucién en la velocidad de for-
macion o degradacidn de colageno por parte de los
fibroblastos origina una pérdida o una ganancia
de coldgeno tisular, con la consecuente alteracién
de su arquitectura y funcién.’

Estas ctlulas que son regularmente identifica-
das por su morfologia alargada o estrellada son
propagadas facilmente in vitre."”

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

Una linea de fibroblastos gingiuales humanos,
L929, demostrd ser un buen modelo para medir el
efecto bioldgico téxico de material unido al ce-
mento y endotoxinas de periodontopatdgenos,
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inhibiendo la proliferacién celular y evitando la
union de los fibroblastos a la superficie radicular. !+

Phillipis et al 1990 (13), 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 identificacién aislamiento de virus,
especificamente el diagnéstico virolégico utiliza
lineas de fibrablastos humanos como MRC5 y
pulmén embrionario, etc., para aislar virus de
muestras clinicas.'**

En la actualidad en la seccién de cultivos celula-
res del laboratorio de virologia de la Universidad
del Valle y en la seccién de Periodoncia de la Es-
cuela de Odontologia no se posee para fines de
investigacion una linea proveniente de tejido
gingival humano.

En dichas células resulta probable que se culti-
ven 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 sus-
ceptibles de ser infectados por virus de excrecion
oral; ésta linea celular podria ser utilizada en estu-
dios de investigacion de ciencia biasica 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 hu-
manos (FGH) después de su caracterizacién for-
mara parte del banco de células existente en el
laboratorio de virologia del Departamento de Mi-
crobiologia de la Universidad del Valle.

JUSTIFICACION

Uno de los principales avances en el area de
investigacion biomédica del presente siglo, lo re-
presenta el establecimiento de los cultivos celula-
res que le han permitido al hombre la simulacién
in vitro de innumerables problemas en las cien-
cias de la Salud. Los cultivos celulares permiten



avanzar en el conocimiento de la fisiologia celular,
la genética, los procesos de reparacion tisular, y
estudiar mecanismos de invasion y patogénesis por
diversos microorganismos como hongos, bacterias,
parasitos y virus.

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

El establecimiento de una linea celular de
fibroblastos gingivales humanos, permitira desa-
rrollar una serie de trabajos en las areas de diagnos-
tico virolégico v en ciencia bésica en las areas de
operatoria para estudios de toxicidad de los mate-
riales utilizados en restauracion v en periodoncia
en el entendimiento de algunos mecanismos de
patogénesis de la enfermedad periodontal en nues-
tro medio.

METODOS Y MATERIALES
1.1 Cultivo Primario de Fibroblastos Gingivales
L1l Obtencién de las muestras de Encia

Se obtuvieron muestras de encia de pacientes
sanos, sin antecedentes médicos de diabetes o en-
fermedad endocrino manifiesta, tambien se exclu-
yeron paclentes con enfermedad neoplisica, ante-
cedentes de hepantis o seropositiuos para el uirus
de la Inmunodeficiencia Humana (HIU(+), o pa-
cientes con clinica o antecedentes de infeccidon
herpética al momento de la cirugia.

La muestra se obtuvo de especimenes de encia
que requerian Cirugia Periodontal. Se selecciona-
ron tres pacientes de sexto femenino y masculino
con edades entre los 16 y 30 afios.

Se obtuvo una muestra aproximadamente de
0.5 cm. cuadrados de encia, se suspendi6 en medio
de crecaamiento celular (medioc minimo esencial
con sales de Hank's, Hmemcon con suero fetal
bovino al 10% y antibiéticos penicilina 200u,
estreptomicina 200 mg/ml, tetraciclina Sug/mly y
10mlug de anfotericina B).

Se obtuvieron muestras de encia de pacientes
sanos que requirieron cirugia periodontal, se selec-
cionaron tres pacientes de sexo fernenino y mascu-
lino. Aproximadamente 0,5 cm cuadrados de encia
se resuspendid en medio de crecimiento.

{(Medio Minimo Esencial con sales de Hank's
HMEM con suero fetal Bovino al 10% v antibié-
ticos penicilina 200U, estreptomicina 200 mg/ml,
tetracictina 5ug/mly 10 mlug de Anfotericina B.

1.1.2 Procesamiento de la Muestra

La disociacion del tejido se realizd segun la
metodologia previamente establecida en el labora-
torio de virologia del Departamento de Microbio-
logia v segiin lo descrito para fibroblastos gingivales
por Aleo, et al 1974 y 1975 (0,

El tejido se lavd con solucion buffer fosfatos (PBS)
pH 7.2 y se separo el epitelio del tejido conectivo,
con bisturi. El conectivo se fraccioné en pedazos de
0.5 mm cubicos y se incubd en tripsina al 0,25%
(Sigma 1:250) durante 2 horas a 37°C. El tejido
tripsinizado se disocidé mediante pipeteo suave, ex-
tensivo y se filtrdé por malla metalica. Las células
disociadas se centrifugaron con medio de crecimien-
to durante 15 a 20 minutos a 1.500 r.p.m. en centri-
fuga refrigerada Nitachi. El botdon celular se
resuspendid en 5 cc de medio de crecimiento y se
sembro en una botella de poliestireno para cultiuo
de tejidos de 25 cm cuadrados. El cultivo se incubo
a 37 C, en atmésfera de CO2 al 5% por diez (10)
dias (16) (17). Los cultivos se observaron diariamen-
te al microscopio invertido de Luz Olimpus I, has-
ta visualizar el crecimiento y multiplicacion de célu-
las fusiformes con caracteristicas morfologicas com-
patibles con fibroblastos.

1.1.3 Cultivo Primario de Fibroblastos
Gingiuales

A las 72 horas de la siembra se removid el
sobrenadante del cultivo y se reemplazo por nuevo
medio de crecimiento. Este cambio de medio se
repitid cada dos dias.

Aproximadamente al sexto dia de la siembra
inicial se observd crecimiento de células de apa-
riencia fusiforme, cuya morfologia coincidia con
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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 dias de iniciado el cultivo, el niimero
celular aumenté hasta alcanzar aproximadamente
un 30% de la monocapa Fig.2 a éste tiempo se
realizd el primer subcultivo, mediante desprends-
miento de los fibroblastos con EDTA 50 mM vy
tripsina 0.25%.

Cinco dias posteriores a la tripsinizacion el
crecimiento celular alcanzd el 70%-80% de con-
fluencia, Figura 3.

La Figura 4 muestra una manocapa confluente
con el 100% de pureza, segin criterios
morfologicos, correspondiente al cuarto subcultivo
el cual fue utilizado para cariotipificacion, tincién
con giemsa y Papanicolau para su descripciéon
morfologica por el Laboratorio de Histologia y
Citogenotica de la Universidad del Valle, Fig. 5.

Figura 4

Figura 1

Figura 5§

1) Analisis citomorfoldgico de las monocapas de
fibroblastos gingivales.

;iéum o e ek : 2) Cariotipificacion
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3) Inhibicién del crecimiento con geneticina
1.2.3 Pruebas de esterilidad.

A la linea celular en subcultivo No. 10 se le
ensayd para detencidn de microorganismos conta-
minantes.

Para ello se inoculé aproximadamente 1 cc de
suspension celular en caldo de tioglicolato, medio
de Saubouroud y caldo PPLO para aislamiento de
bacterias, hongos v Micoplasma respectivamente.

Adicionalmente se sembro la suspension celu-
lar de fibroblastos en un cultive primano de Ri-
fion Embrionario Humano y Fibroblastos de Pul-
mon con el objeto de aislar posibles virus adventi-
cios 0 contaminantes tales como Herpes, CMU u
Otros.

Todas las pruebas de esterilidad ensayadas fue-
ron negativas para microorganismos contaminan-
tes (bactenias, hongos virus).

1.2.4 Mantenimiento.

La linea celular se preservd y almacené por con-
gelacion en nitrogeno liquida. Se utilizé medio de
crecimiento con 10% de DMSO (Dimetil
sulfoxido), aproximadamente dos millones de cé-
lulas por cc se congelaron durante 18 horasa-70 C

y posteriormente se sumergieron en nitrogeno li-
quido (-190°C).

DISCUSION

Los fibroblastas gingivales pueden ser cultiva-
dos, caracterizados v mantenidos relativamente facil
y econdmicamente en el laboratorio.

El establecimiento de lineas celulares orales, per-
mitird la investigacién de ciencia bisica en
periodoncia en nuestra facultad y la colaboracion
e interrelaciéon entre las ciencias basicas y los clini-
CO5.

SUMMARY

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

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, CO, atmosphere at 5% for ten (10) days.
Samples were observed daily with inverted light
Microscope Olimpus II. At 6% day growth of
fusiform cells was observed; their morphology was
in coincidence 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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