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Resumen 
Los fibroblastos son ampliamente utilizados en la medicina regenerativa como elementos clave en la restauración del tejido 
gingival y tratamientos faciales. El objetivo de este estudio fue estandarizar un método para obtener fibroblastos gingivales, 
con alta pureza, procedentes de la mucosa bucal, para ello se cultivaron células procedentes del tejido gingival 
mecánicamente disgregado y sometido a separación mediante gradientes de densidad en ficoll hypaque. Después de varios 
pasajes se obtuvo un cultivo enriquecido de células adherentes. El 51% de estas fueron positivas para el marcador 
específico de fibroblastos humanos ER-TR7. Nuestros resultados indican que el método utilizado permite la obtención de 
los fibroblastos del tejido gingival, células con gran relevancia en el campo de la medicina regenerativa y que representa en 
nuestra comunidad, el paso inicial para la implementación de estrategias terapéuticas hacia la restitución de tejidos 
perdidos, particularmente a nivel de la mucosa bucal. 
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Abstract 
Fibroblasts are widely used in regenerative medicine, as key elements in the restoration of the gingival tissue and facial 
treatments. The aim of this study was to standardize in our laboratory a method to obtain highly pure fibroblasts from 
gingival tissue. In order to do that, cells were mechanically disaggregated from gingival tissue and separated by ficoll 
hypaque density gradients. This procedure was performed several times yielding an enriched culture of adherent cells, 
where 51% resulted positive for the fibroblast marker ER-TR7. Our results indicate that the method used, allow to obtain 
fibroblasts from gingival tissue; cells with great potential in the field of regenerative medicine and it represents, in our 
community, the first step to implement therapeutic strategies that will allow the restoration of damaged tissues, 
particularly in the oral mucosa. 
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Introducción 
 
Los fibroblastos son subpoblaciones celulares 

en forma de huso y distribuidas ampliamente a nivel 
de los tejidos del cuerpo. Su origen es mesenquimático 
y se consideran el componente principal del tejido 
conectivo (1). De los subtipos existentes, los 

fibroblastos dermales (FD) y gingivales (FG), contienen 
características morfológicas y funcionales similares; sin 
embargo, se ha establecido que los FG median la 
reparación de los tejidos de manera más rápida y con 
bajo nivel de cicatrización (2). Esta característica 
particular de los FG, está asociada a su alta capacidad 
de replicación (3) y actividad de la telomerasa, enzima 
encargada de mantener la longitud de los telómeros y 
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que está asociada con la longevidad celular (3, 4). Es 
por ello que ha despertado el interés de muchos 
grupos de investigadores, por su gran potencialidad en 
la regeneración tisular (5). 

Los fibroblastos son fuente principal de 
colágeno tipos I y III (6), fibronectina, 
glicosaminoglicanos, proelastina, factores de 
crecimiento y de la matriz extracelular, elementos que 
juegan un papel importante en la regulación de los 
procesos homeostáticos y en la interacción célula-
célula (1). Estas células además, responden a citocinas 
pro-inflamatorias y factores de crecimiento, y de esta 
manera controlan el balance entre la producción de 
matriz extracelular y la degradación tisular (7). 

Adicionalmente, los FG están en estrecho 
contacto con las células epiteliales, de esta manera 
controlan la morfogénesis, homeostasis y reparación 
de los tejidos (8), mediante la modulación de la 
proliferación, diferenciación y apoptosis de las células 
del tejido epitelial, (9) especialmente de los 
queratinocitos (10). Este efecto está asociado con la 
liberación del factor de crecimiento de los 
queratinocitos, que juega un papel importante tanto 
en la proliferación como en la diferenciación de esta 
subpoblación celular (9). 

Los fibroblastos aislados y cultivados in vitro o 
sobre sustancias bioactivas, han sido utilizados para la 
reposición de los tejidos periodontales alterados y en 
casos de retracción postquirúrgica de la encía, con 
resultados prometedores en la regeneración de 
heridas, asociado con la producción de EGFβ que 
estimula la angiogénesis y la aparición de pericitos 
(células mesenquimales) y de células pluripotentes, 
con capacidad de diferenciarse hacia fibroblastos y 
osteoblastos (1, 11). 

Las observaciones clínicas y estudios 
experimentales en animales indican consistentemente 
que el proceso de cicatrización en la mucosa bucal 
tiene mejores resultados que en la piel (7, 12-14). Por 
lo que se ha postulado que las células de la mucosa 
bucal poseen características distintivas de la 
promoción de cierre acelerado de heridas (12, 15). Los 
FG pueden ser purificados de tejidos de diferentes 
regiones de la cavidad bucal, como el paladar, 
rebordes edéntulos (16) y en casos de erupción pasiva 
de terceros molares, a partir del cual pueden ser 
cultivados in vitro, donde se expanden y proliferan sin 
necesidad de condiciones especiales (17). 

En base a estos hallazgos, en este trabajo se 
estandarizó el procedimiento para el cultivo y 
caracterización de los FG, como primer paso para el 
desarrollo y aplicación de procedimientos que 

restauren, mantengan o mejoren la función de los 
tejidos de soporte en la cavidad bucal. 

 
Metodología 

 
Muestra de tejido gingival: posterior a la 

obtención de consentimiento escrito por los 
voluntarios reclutados en el estudio y cumpliendo con 
las normas bioéticas de la Universidad de Los Andes 
(ULA), se procedió a la obtención de la muestra de 
tejido gingival. Los individuos seleccionados acudieron 
a la clínica de Periodoncia, Facultad de Odontología, 
ULA con alteraciones en la erupción pasiva; en 
ausencia de patologías periodontales inflamatorias o 
asociadas a medicamentos. El tejido se obtuvo 
mediante la realización de una cuña distal en la 
mucosa de los terceros molares inferiores, efectuada 
con fines terapéuticos; para lo cual, previo al acto 
quirúrgico, se indicó al paciente realizar enjuagues con 
Gluconato de clorhexidina 0,12%, por 1 minuto. Bajo 
anestesia infiltrativa, se realizó la cuña distal; 
obteniéndose así un fragmento de tejido de 
aproximadamente 3 mm2

 

, el cual fue lavado con 
solución fisiológica estéril para eliminar restos de 
sangre y sobre una loseta estéril se procedió a retirar 
mecánicamente el epitelio. 

Cultivo in vitro del tejido gingival: el tejido 
fue disgregado sobre una capsula de petri y con la 
ayuda del bisturí se cortó en porciones de 
aproximadamente 2 mm x 2 mm. Posteriormente fue 
homogeneizado con el émbolo de una jeringa estéril, a 
fin de obtener fragmentos de tejido más pequeños. La 
muestra fue resuspendida en medio de Eagle 
modificado por Dulbecco (D-MEM) completo (100 
U/mL de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina, 2,5 
mg/mL de anfotericina B y suplementado con 10% de 
suero bovino fetal. La suspensión celular fue sometida 
a separación por gradiente de densidad utilizando 
Ficoll-Hypaque, densidad 1077, a fin de eliminar las 
células mononucleares presentes en el tejido. 
Posterior a la centrifugación a 400 g durante 30 min, el 
botón celular ubicado en el fondo del tubo fue 
recuperado, lavado tres veces y sembrado en placas de 
6 pozos estériles en medio D-MEM completo. El medio 
de cultivo fue reemplazado cada 7 días. Después de 
tres semanas, las células en suspensión fueron 
separadas de las adherentes, estas últimas fueron 
tratadas con Tripsina (0,25%)/EDTA a fin de realizar los 
repiques y lavados correspondientes. La viabilidad 
celular se determinó mediante la técnica de coloración 
supravital con Azul Trypan al 0,4%. 
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Determinación del fenotipo de las células en 
cultivo mediante citometría de flujo: las células 
adherentes y no adherentes fueron fijadas con 
paraformaldehido (PAF) al 3% durante 10 minutos a 
temperatura ambiente, luego de tres lavados, estas 
fueron permeabilizadas con PBS, 0,5% de BSA y 
saponina 0,1%, durante 20 minutos a temperatura 
ambiente, luego centrifugadas y teñidas con 10 µL 
(1 µg/mL) del anticuerpo marcador especifico de 
fibroblastos humanos: ER-TR7-PE (Santa Cruz 
Biotecnology, CA), durante 30 minutos a 4 °C, luego de 
tres lavados con PBS, las células fueron adquiridas y 
analizadas en un citómetro de flujo FACsort mediante 
el programa Cell Quest (Becton Dickinson). 

Fueron capturados 10,000 eventos y 
mediante un gráfico tipo “dot-plot”, se estableció la 
región donde se ubican las células en un gráfico de FSC 
(Forward scatter) (ajustado a E-1, debido al tamaño 
celular) y SSC (Side scatter). 

De esta región se identificaron aquellas 
células con marcaje positivo para ER-TR7.  

 
Inmunofluorescencia directa: Una porción 

(2x105

Las células fueron fijadas con metanol por 10 
minutos a -20 °C, se lavaron tres veces con PBS-
Gelatina, fueron incubadas con ER-TR7-PE (1:50) y 
luego de tres lavados las células se visualizaron con un 
objetivo de 100X en un microscopio de 
epifluorescencia LEICA DMR (Leica Microsystems 
Wetzlar GmbH), las imágenes fueron registradas 
empleando el sistema de captura CoolSNAP acoplado 
al software ImagePro (MediaCybernetics). 

 células/mL) de células adherentes se sembraron 
en laminillas estériles y se cultivaron durante 2 
semanas hasta obtener una confluencia del 80%. 

 

Resultados y Discusión 
 
En este estudio se implementó un método 

para la purificación de FG a partir de la mucosa bucal 
para establecer cultivos in vitro, que pueden utilizarse 
en procedimientos de regeneración de tejido 
conectivo con aplicación en diferentes aéreas 
biomédicas. Las células fueron extraídas del tejido y 
sometidas a ficoll hypaque a fin de eliminar las células 
mononucleares, fue posible diferenciar células 
adherentes de las no adherentes a partir de los 
primeros 14 días de cultivo (ver figura 1a) logrando 
establecerse una monocapa de células confluentes en 
cuatro semanas (ver figura 1b). Para evaluar el 
porcentaje de fibroblastos presentes en ambas 
subpoblaciones (adherentes y no adherentes), se 
utilizó un marcador especifico de fibroblastos 
humanos (ER-TR7) (18). 

Tal y como se muestra en la figura 2, el 
enriquecimiento de fibroblastos fue mayor en la 
población de células en monocapa (51%) (Figura 2b) en 
comparación con aquellas que se mantuvieron en 
suspensión (17%) (Figura 2a). 

Los resultados de la inmunofluorescencia 
(Figura 3) permitieron evaluar la morfología de estas 
células así como la presencia y patrón de localización 
del antígeno ER-TR7 en la población en las células 
adheridas a las laminillas, corroborando así el 
enriquecimiento predominante de fibroblastos en las 
preparaciones estudiadas. Existen reportes previos de 
la presencia de células progenitoras gingivales 
multipotenciales a nivel de la mucosa gingival con 
morfología similar a los fibroblastos, con capacidad de 
diferenciarse en osteoblastos, condrocitos y adipocitos 
(19), por lo que es importante establecer estudios 

 
 

Figura 1. En la figura 1a, se muestra la presencia de células adherentes y no adherentes después de dos semanas de 
cultivo. La figura 1b, muestra la predominancia de células adherentes las cuales se observan confluentes después de 4 
semanas de cultivo. 
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adicionales para caracterizar a las poblaciones 
adherentes aisladas con morfología de fibroblastos, 
pero negativas al marcador ER-TR7.  

Desde hace varios años diferentes grupos de 
investigación han trabajado en la regeneración de 
tejidos mediante el uso de matrices no-celulares 
inertes con o sin la presencia de FG autólogos (1, 20); 
sin embargo los resultados hasta ahora obtenidos 
indican que en estos injertos, la repoblación es más 
lenta y depende exclusivamente de la infiltración 
celular y de vasos sanguíneos del periostio, debido a 
ausencia de células mesenquimáticas, importantes en 
la reconstitución del tejido (20-22). Tomando en 
consideración estas observaciones la tendencia actual 

es enriquecer estas matrices acelulares con 
fibroblastos, previo a su colocación en el tejido blanco 
para acelerar la recuperación y regeneración del tejido 
(23), por cuanto representan una fuente importante 
de matriz extracelular (1, 7, 24), de reclutamiento de 
células que contribuyen en la regeneración tisular (1, 
23), además de favorecer las morfogénesis epitelial, 
diferenciación e integridad del epitelio de la mucosa 
gingival (25). 

Las FG no son sólo de gran interés para el 
campo de la odontología y la estética médica, sino 
también para la generación de células progenitoras 
pluripotenciales inducidas (iPS), procedimiento que 
inicialmente fue explorado en fibroblastos de piel y 
tejidos viscerales, pero que por su facilidad de 
obtención de muestras, purificación y cultivo, además 
de su alta tasa de replicación y actividad de 
telomerasa, son consideradas como el modelo ideal 
para generar iPS (3, 26).  

La ingeniería de tejidos se ha convertido en 
una nueva frontera en la odontología para la 
regeneración de tejidos bucales (3), por lo que la 
purificación de FG en nuestro laboratorio representa 
un paso inicial para la implementación de nuevas 
estrategias terapéuticas en nuestra región, a fin de 
ofrecerle a los pacientes una alternativa en la 
restitución de tejido perdido o dañado especialmente 
en la mucosa bucal. 
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Figura 2. La figura 2a, evidencia el porcentaje de fibroblastos presentes en las células no adherentes, 
mientras que la figura 2b, evidencia el enriquecimiento de fibroblastos en las células adherentes. 

 

 
 

Figura 3. Muestra la morfología y patrón de tinción 
intracelular de ER-TR7 en los fibroblastos cultivados 

en monocapa. 
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