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Resumen

Introduccién. Los fibroblastos gingivales (FGs) son células del tejido conjuntivo gingival
que han tomado en los tltimos afos una relevancia promisoria por su probable utilizacién
en la terapia celular, dadas sus capacidades de multipotencialidad y de autorrenovacién.
Objetivo. Conocer y describir el impacto de la ausencia en la suplementacién de Suero
Fetal Bovino (SFB) en la supervivencia de fibroblastos gingivales en cultivos. Materiales
y métodos. Fibroblastos gingivales fueron aislados de tejido gingival de pacientes sanos
y cultivados en medios de cultivos DMEM (Dulbecco’s Modified of Eagle Medium) en
ausencia y suplementados con 0.2% de SFB a 37°C en una atmdsfera himeda con 5% de
CO2. Se llevé a cabo una evaluacién morfolégica, de supervivencia y proliferacién de los
FGs, asi como la identificacién mediante la técnica de inmunofluorescencia de marcadores
del citoesqueleto celular como la actina y mitocondrias. Resultados. Los FGs cultivados
en ausencia y con suplementacién de 0.2% de SFB evidenciaron una forma fusiforme, con
ntcleos ovalados y numerosas prolongaciones citoplasmdticas durante el tiempo de cultivo.
Un leve aumento en la proliferacién de FGs fue observado en aquellas células en contacto
con el medio DMEM+0.2% de SFB comparadas con el medio donde estuvo ausente la
suplementacién. El inmunomarcaje de la actina y las mitocondrias dejé en evidencia que la
ausencia y suplementacién a 0.2% de SFB no afecté su localizacién en los FGs evaluados.
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Conclusién. Los fibroblastos gingivales sobreviven y proliferan en ausencia de SFB,
conservando sus caracteristicas morfolédgicas celulares.

Palabras claves: (Decs Bireme): Fibroblastos, Encia, medio de cultivo libre de suero,
Proliferacién celular, Citoesqueleto de actina, Mitocondrias.

Abstract

Introduction. Gingival fibroblasts (GF) are cells of gingival connective tissue that have
taken promising relevance in recent years due to their probable use in cell therapy, given
their multipotencial and self-renewal capabilities. Objective. To know and to describe the
impact of the absence of Fetal Bovine Serum (FBS supplementation on the survival of
gingival fibroblasts in cultures. Materials and methods. Gingival fibroblasts were isolated
from gingival tissue of healthy patients and cultured in DMEM (Dulbecco’s Modified of
Eagle Medium) culture media in absence and supplemented with 0.2% FBS at 37 °Cina
humid atmosphere with 5% CO2. A morphological evaluation, survival and proliferation
of GF were carried out, as well as the identification by the immunofluorescence technique
of cellular cytoskeleton markers such as actin and mitochondria. Results. The GF grown
in the absence and with supplementation of 0.2% FBS showed a fusiform shape, with oval
nuclei and numerous cytoplasmic extensions during the culture time. A slight increase in the
proliferation of GF was observed in those cells in contact with the DMEM medium +0.2%
FBS compared to the medium where the supplementation was absent. Immunostaining
of actin and mitochondria showed that the absence and supplementation to 0.2% of FBS
did not affect its location in the evaluated. Conclusion. Gingival fibroblasts survive and
proliferate in the absence of FBS, preserving their cellular morphological characteristics.

Keywords: (Mesh Database): Fibroblasts, Gingiva, Culture Media Serum-Free, Cell
Proliferation, Actin Cytoskeleton, Mitochondria.

Introduccion

A pesar de los desafios bioéticos, la utiliza-
cién de células humanas que pretenden ser
utilizadas con fines terapéuticos ha ganado
mucho espacio en los tltimos afios. Hoy por
hoy, la obtencién de un nimero suficiente

de células capaces de generar satisfactoria-
mente una regeneracién, luego de haber sido
aisladas in vitro y amplificadas para ser tras-
plantadas en sitios anatémicos especificos,
es un aspecto prioritario a resolver. Multi-
ples ensayos clinicos desarrollados en la ac-
tualidad ponen en evidencia la necesidad de



grandes cantidades de células con propésitos

terapéuticos (1,2).

La obtencién de un éptimo crecimiento en
cultivos celulares in vitro y de las cantida-
des requeridas, manteniendo las caracteris-
ticas fenotipicas de las células, sus funcio-
nes y su estado de diferenciacién dependen
de ambientes de cultivo capaces de imitar
aquellas encontradas en las condiciones fi-
sioldgicas in vivo e in situ. Estos entornos
deben considerar elementos fundamentales
como la temperatura, el pH, oxigeno y la os-
molaridad (3). El medio ambiente donde se
desarrollan las células en cultivo debe contar
con un soporte celular (caja de Petri), que
gracias a sus condiciones especiales de re-
vestimiento, permitirdn la fijacién y el buen

desarrollo de las células.

Por su parte, el medio de cultivo es el res-
ponsable de proporcionar todos los tipos de
moléculas solubles, nutrientes, hormonas,
factores de crecimiento y suplementos ne-
cesarios para las células (4). El suplemento
de los medios de cultivos mds comtinmente
utilizado es el Suero Fetal Bovino (SFB). El
SFB es un componente esencial en la pro-
liferacién y la diferenciacién de las células,
incluidas las humanas. Este suplemento se
obtiene de la sangre colectada a partir de
punciones cardiacas de fetos bovinos luego
de su nacimiento (5,6). Son varias las fun-
ciones del SFB, entre ellas, proporcionar
hormonas, proteinas, factores de estabiliza-
cién y detoxificacién necesarias para la célu-
las, asi como factores de crecimiento activa-

dores de los complejos de transcripcién (7).
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Un tipo celular prometedor en la terapia de
diversas patologias humanas son los fibro-
blastos gingivales (FGs), principales células
del tejido conjuntivo gingival, que por su
plasticidad y actividad inmunomoduladoras
son bastantes utiles en la terapia celular;
gracias, ademds, a la facilidad técnica para
su aislamiento y proliferacién (8). Aunado
a ello, recientemente se ha establecido que
una poblacién de FGs presentan caracteris-
ticas de multipotencialidad y autorrenova-
cién prometedoras en la terapia celular (9).
Probablemente sea esta la razén por la cual
los FGs llevan cabo un proceso reparador de
heridas mds rdpido cuando se compara con
fibroblastos de otros tejidos.

Aunque el SFB es usado tradicionalmente
en las investigaciones, como todo producto
de origen animal implica riesgos de xeno-in-
munizacién y transmisiéon zoondtica en caso
de ser usados con fines terapéuticos en hu-
manos. Por ello, con el propédsito de evaluar
la supervivencia de FGs humanas en ausen-
cia de SFB y avanzar en su uso terapéuti-
co, es preciso conocer su comportamiento
en estas condiciones; y en consecuencia,
encontrar métodos de cultivos alternativos,
econémicos y éticos que no implique el uso
de productos derivados de animales. El pre-
sente trabajo tiene como objetivo conocer
y describir el impacto de la ausencia en la
suplementacién de SFB en la supervivencia
de fibroblastos gingivales en cultivos.
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Materiales y métodos
Obtencion de tejidos

Fibroblastos gingivales fueron aislados a
partir de biopsias de donantes con buen es-
tado de salud, mayores de 18 anos, no fu-
madores ni bajo tratamiento farmacoldgico
con antihipertensivos, anticonvulsivantes e
inmunosupresores. Se admitieron pacientes
sometidos a la extraccién de dientes premo-
lares por razones ortoddnticas, previa auto-
rizacién mediante firma de consentimiento
informado y teniendo en cuenta las normas

éticas establecidas en la Declaracién de He-
Isinki.

Cultivo celular

Las células fueron cultivadas en cajas de Petri
(Gosselin™) en dos medios de cultivo que
contenian DMEM (Dulbecco’s Modified of
Eagle Medium) (1X) con Gluta- MAXTM
(GibcoTM), 1% de penicilina-estreptomi-
cina (10,000 U/mL) (GibcoTM) y 0,5 de
Anfotericina B (GibcoTM). El medio de
cultivo 1 (DMEM+SFB 0,2%), contenia
adicionalmente 0,2% de SFB vy, el medio de
cultivo 2 (DMEM+SFB 0%) se dispuso en
ausencia de SFB. Las células fueron incuba-
das a 37°C en una atmosfera himeda con
5% de CO.,. Los medios de cultivos fueron

cambiados cada 48 horas.
Evaluacién morfoldgica

Se llevé a cabo un andlisis morfolégico a lo

largo de 7 dias utilizando un microscopio

de contraste de fases donde fue observada
la supervivencia y proliferacién de las célu-
las fibrobldsticas en ambos grupos de cul-
tivo. Se evalué la forma nuclear de los FGs
mediante coloracién del ADN, utilizando

Hoechst 33342 (Thermo Fisher Scientific).
Inmunofluorencia

Se fijaron las células en 4% de parafor-
maldehido (Sigma-Aldrich®), seguido de la
permeabilizacién en una solucién de 0.5%
de Triton X-100 (Sigma-Aldrich®) y la in-
cubacién en una solucién con 1% de BSA
(Sigma-Aldrich®) por 1% de glicina (Sig-
ma-Aldrich®) a temperatura ambiente. Pos-
teriormente, las células fueron incubadas
con los anticuerpos primarios durante toda
la noche a 4°C. Al dia siguiente, las células
estuvieron en contacto 2 horas a temperatu-
ra ambiente con el anticuerpo secundario.
Previo montaje de las células en solucién
Immu-MountTM (Thermo Scientic), se
procedié a la coloracién de los nicleos me-
diante DAPI (Life Technologies Corpora-
tion). Como anticuerpo primario fue utili-
zado anti-TOMM20 (1:400). El anticuerpo
secundario empleado fue Alexa Fluor 488
donkey anti-conejo (1:400). Los filamentos
de actina fueron marcados mediante Ale-
xa Fluor™ 594 Phalloidin (Thermo Fisher
Scientific) durante 15 minutos de acuerdo a
las recomendaciones del fabricante. Las ob-
servaciones fueron realizadas en el micros-

copio IXplore Pro (Olympus).



Resultados

La supervivencia de los fibroblastos gin-
givales fue evaluada en cultivos celulares
suplementados con 0.2% de SFB y en su
ausencia. En las dos condiciones creadas
los FGs mostraron aspectos microscopicos
compatibles con la vida durante 7 dias de
cultivo celular. Los FGs presentaron una
forma fusiforme y presencia de multiples
prolongaciones citoplasmdticas que permi-
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tieron el contacto entre los fibroblastos. Los
FGs tuvieron un crecimiento diferencial en
su proliferacién de acuerdo a la suplemen-
tacién con SFB. En la condicién de culti-
vo 1 (DMEM+SFB 0,2%) se pudo obser-
var una confluencia de células de alrededor
60%-70% posterior a 72 horas de cultivo,
mientras que los FGs cultivados en ausencia
de SFB presentaron una confluencia aproxi-
mada del 40% durante el mismo periodo de

tiempo (ver Figura 1).

Figura 1. Fibroblastos gingivales de 72 horas cultivados en presencia de SFB 0.2% (A) y ausencia de SFB
(B). DMEM: Dulbecco’s Modified of Eagle Medium. SFB: Suero Fetal Bovino. Barra blanca: 400 pm.

DMEM+SFB 0.2 %

DMEM+SFB 0%

Fuente: Elaboracién propia.

Al mismo tiempo, se pudo evidenciar la pre-
sencia de FGs con nucleos ovalados, bien
definidos y distribuidos en el soporte del
cultivo celular. Estas caracteristicas fueron
apreciables en los FGs cultivados en 0.2%
de SFB y ausencia de este suplemento (ver
Figura 2). Durante el tiempo de cultivo, se
pudo constatar la presencia no cuantificable

de numerosas células flotantes desde las pri-
meras 24 horas, que fueron disminuyendo
con el pasar de los dias de cultivo celular.
Estas observaciones fueron visibles en am-
bas condiciones evaluadas, pero fueron mis
marcadas en los FGs cultivados en ausencia

de SFB.
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Figura 2. Nicleos de fibroblastos gingivales marcados con Hoechst cultivados en SFB 0.2% (A) y SFB 0%
(B). DMEM: Dulbecco’s Modified of Eagle Medium. SFB: Suero Fetal Bovino. Barra blanca: 200 pm.

DMEM+SFB 0.2 %

DMEM+SFB 0%

Fuente: Elaboracién propia.

Posterior a 7 dias de cultivo se identificé por
medio de inmunofluorescencia la presencia
de los filamentos de actina. La evaluacién
de un elemento esencial en la arquitectura
del citoesqueleto de los FGs como es la ac-
tina, fue observada en aquellas células culti-
vas en 0.2% y ausencia de SFB. Se evidencia
un numero mayor de células con marcaje
con la faloidina que exponen un contacto
intercelular entre los FGs del grupo de cé-
lulas suplementadas con 0.2% de SFB en
comparacién con el grupo de FGs sin suple-
mentacién (ver Figura 3. A, D).

De manera similar, fue detectada la presen-
cia de las mitocondrias en las dos condicio-
nes de cultivos realizadas (ver Figura 3. B,
E). El inmunomarcaje de estas organelas
celulares fue muy similar en los FGs culti-
vados con 0.2% y ausencia de SFB. Tanto
el marcaje de los filamentos de actina como
de las mitocondrias mediante colocaliza-
cién inmunofluorescente (ver Figura 3. C,
F) permiten mencionar que no existe dife-
rencias morfoldgicas en la localizacién de
estos elementos celulares en los dos grupos

analizados.

Figura 3. Identificacién de los filamentos de actina (rojo) y mitocondrias (verde) de fibroblastos gingivales mediante la
técnica de inmunofluorescencia. Doble marcaje: actina (faloidina)-mitocondrias (TOMM?20) de fibroblastos gingivales en
cultivo suplementado con SFB 0.2% (A,B,C) y SFB 0% (D,E,F). DMEM: Dulbecco’s Modified of Eagle Medium. SFB:

Suero Fetal Bovino. Barra blanca: 200 pm.

DMEM+SFB 0.2 %

DMEM+SFB 0.2 % DMEM+SFB 0.2 %



DMEM+SFB 0 %
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DMEM+SFB 0 % DMEM#SFB'0 %

Fuente: Elaboracién propia.

Discusion

Este estudio ha puesto en evidencia la su-
pervivencia de los FGs humanos cultivados
en ausencia de suplementacién con SFB en
un medio de cultivo. Cada vez m4ds estudios
similares al actual se interesan en la genera-
cién de cultivo de FGs humanos en ausen-
cia de SFB debido a las variaciones encon-
tradas lote a lote de este suplemento y a la
inadecuada aplicacién clinica de los FGs en
humanos cuando se emplean productos de
origen animal (10). Aunque el trabajo actual
se limita al impacto de la concentracién de
SFB, es importante haber identificado que
los FGs pueden llegar a ser cultivables en
ausencia de SFB sin sufrir alteraciones mor-
folégicas y probablemente funcionales.

La concentracién diferencial de suplemen-
tacién con SFB en los FGs permiten mani-
festar que la ausencia de este elemento es
compatible con la supervivencia, aspectos
morfolégicos y probablemente funciona-
les de estas células. Los resultados obteni-
dos en el presente trabajo, junto aquellos
de estudios recientemente publicados dan

muestra de cémo el SFB afecta el rendi-
miento y proliferacién de los cultivos ce-
lulares (11,12). Por ello, con el propédsito
de hacer posible la proliferacién de células
y evitando la utilizacién de medios de culti-
vos suplementados con SFB, en los equipos
de investigacién en la actualidad, como el
presente, se declara el deseo de orientarse
en los laboratorios hacia los suplementos
de medios de origen humanos, autdgenos
o alégenos, siempre que estos sean capaces
de mostrar una efectividad igual o superior
al SFB en la proliferacién de FGs in vitro.

Los resultados expuestos permiten inferir
que aunque en minimas concentraciones,
los aportes que puede brindar la suplemen-
tacién con SFB proporciona los elementos
necesarios para el éptimo desarrollo de los
FGs, entre ellos, el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), factor de crecimien-
to derivado de plaquetas (PDGF) y factor
de crecimiento de fibroblastos (FGF) (13).
Han sido probablemente la ausencia de
ellos y de otros componentes que han afec-
tado el crecimiento celular cuando el SFB
estuvo ausente. Sin embargo, serfa intere-
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sante investigar cémo sustitutos del SFB,
entre ellos, los derivados plaquetarios, son
capaces de reemplazar estos elementos y
contribuir a condiciones de cultivo compa-
tible con la terapia celular, como lo han de-
mostrado estudios recientes (14—18).

La visualizacién de la distribucién de la
actina como proteina elemental en la for-
macién del citoesqueleto que sirve como
soporte de las organelas celulares, como las
mitocondrias, identificadas en este trabajo,
son resultados satisfactorios cuando se tie-
ne en cuenta que los FGs fueron cultivados
en ausencia o concentraciones muy bajas
de SFB. Ello indicaria que al menos en un
corto periodo de tiempo los FGs conservan
Sobre

todo cuando se tiene presente que organe-

sus estructuras morfo-funcionales.

las como las mitocondrias participan en la
supervivencia y proliferacién celular gracias
a la expresién coordinada de estas organelas
con el ndcleo (19). La identificacién de la
traslocasa de la membrana externa, subuni-
dad 20 (TOM20) en FGs, hace ver que una
proteina con elevado dinamismo confor-
macional y parte de la membrana externa
mitocondrial, responsable del flujo de pro-
teinas hacia el espacio intramembrana de la
mitocondria (20) no se encuentra impacta-
da por la disminucién y/o ausencia del SFB.

Los resultados expuestos en el presente tra-
bajo permiten aseverar que los fibroblastos
gingivales son células que pueden sobrevivir
en ausencia de la suplementacién con SFB,
conservando su morfologia y organelas ce-

lulares como las mitocondrias.
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