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Obijetivo: la presente investigacion tiene por objetivo describir el desarrollo del co-
cultivo celular in vitro de un analogo de encia. Materiales y métodos: A partir de
pequefias biopsias de encia en ratas Sprague Dawley, se hicieron cultivos primarios de
fibroblastos y queratinocitos, una vez alcanzada confluencia celular del 80% se procedid
a sembrar los fibroblastos en la malla de colageno, dos semanas mas tarde se sembraron
los queratinocitos. Resultados: Durante la sexta semana las células formaron monocapas
con disposicién ordenada y se diferenciaba claramente la morfologia fusiforme, alargada
y de nucleo redondeado en posicion central caracteristico de los fibroblastos gingivales.
Los queratinocitos se observaron cémo células irregularmente poliédricas con nicleo
central y citoplasma de aspecto hialino. Basado en los principios y técnicas de ingenieria
tisular y haciendo uso de una membrana de colageno bovino marca Mem-Lock® de la
casa comercial BioHorizons®, fue posible obtener un co-cultivo celular utilizando dicha
membrana como scaffold en un periodo de tiempo de 4 semanas de cultivo Conclusion:
En esta investigacion fue posible aislar y cultivar exitosamente los dos principales tipos
celulares gque constituyen la mucosa bucal a partir de muestras tomadas de ratas Sprague
Dawley.

1 Investigacion financiada por el CDCHTA de la Universidad de Los Andes, bajo el codigo
0-311-15-07-B.
2 Autora de correspondencia: Jerez Elsy Lorena. E-mail: lorenajerez@hotmail.com
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Gum analogue based on co-culture of gingival fibroblasts and keratinocytes

ABSTRACT

Objetive: This paper aims to describe the cellular in vitro co-culture for gum analogue.
Materials and methods: derived from small gum biopsies samples from rats Sprague
Dawley, primary cultures were grown from fibroblasts and keratinocytes. Once 80% cellular
confluence was reached, the fibroblasts were implanted in the collagen mesh, two weeks later
the keratinocytes were implanted as well. Results: During the sixth week the cells formed
monolayers (single layers) with an arranged disposition, making clearly visible the fusiform
morphology, elongated and with a round nucleus in a centered position, this is typical of
gingival fibroblasts. The keratinocytes, on the other hand, were irregular polyhedral cells with
a central nucleus and hyaline aspect. Based on the principles of tissue engineering and using a
Mem-Lock® bovine collagen membrane from BioHorizons®, it was possible to obtain a
cellular co-culture, using said membrane as a scaffold in a 4 week incubation period.
Conclusion: This research successfully isolated and cultured the two main cellular types that
constitute the oral mucus coming from samples taken from Sprague Dawley rats.

Keywords: fibroblasts, keratinocytes, co-culture, gum analogue.

INTRODUCCION

La demanda de tratamiento médico y odontolégico ocasionado por la pérdida de tejidos o
por el dafio de érganos en el macizo craneofacial secundarios a trauma, defectos congénitos
y enfermedades adquiridas, representan un grave problema de salud para la poblacion.
Aunque en términos generales los tejidos humanos tienen potenciales limitados de
regeneracion, los recientes hallazgos en la investigacion con células madre e ingenieria
tisular proveen nuevas técnicas para ser aplicados en los tejidos dentales y
craneofaciales(1), lo cual aplicado en el area de Odontologia permite atender gran variedad
de patologias presentes en los pacientes a través de la utilizacion de biomateriales que
proveen la estructura de andamiaje temporario y guia al nuevo tejido en crecimiento.

La reparacion y regeneracion de tejidos a traves de andamios naturales y artificiales han
sido analizadas desde el punto de vista bioquimico, porque contienen dentro de sus
propiedades factores de crecimiento que proporcionan un ambiente conductivo para la
angiogenesis, crecimiento y diferenciacion celular (2).

En la actualidad es posible cultivar in vitro los queratinocitos y fibroblastos de la mucosa
bucal de un paciente sano, sembrarlos sobre un andamio y una vez generado el equivalente
de mucosa bucal, reconstruir diversos defectos mucosos (2-7).

162
Anélogo de mucosa oral basado en el co-cultivo de fibroblastos... Jerez et al.



Jerez L et al. Rev Venez Invest Odont IADR, 2017; 5(2): 161-174.

Esta investigacion se planteé como objetivo describir el desarrollo del co-cultivo celular in
vitro de un analogo de encia, considerando que la siembra de fibroblastos gingivales
promueve el desarrollo de tejido conectivo (4-8) y la siembra de queratinocitos el de tejido
epitelial (7-9).

Aln se mantiene la necesidad de encontrar sustitutos eficientes y biocompatibles para
lograr el aumento de los tejidos blandos existentes o crear una nueva zona de mucosa bucal.
Al respecto, la ingenieria de tejidos permite la obtencion de una cantidad considerable de
tejido, perfilandose como una alternativa en la restitucion de los tejidos perdidos o
lesionados.

Desde la Facultad de Odontologia de la Universidad de Los Andes Mérida-Venezuela se
han llevado a cabo estudios en el desarrollo de cultivos celulares en monocapa a partir de
tejidos dentales y paradentales con resultados favorables in vitro, el presente estudio
representa un avance de esta linea de investigacion, ya que el desarrollo del co-cultivo
constituye el paso previo a la creacion de sustitutos bioldgicos de mucosa bucal, en miras a
disminuir las limitaciones de los procedimientos quirtrgicos tradicionales tales como: la
morbilidad asociada a la obtencion de tejidos de sitios donantes amplios del propio
paciente, asi como disminuir el tiempo operatorio y la necesidad de cirugias multiples en
caso de defectos mucosos extensos.

METODOLOGIA

Por las caracteristicas que presenta el estudio se circunscribe como una investigacion de
tipo descriptivo con un disefio de campo experimental, dado que los datos primarios son
obtenidos bajo condiciones rigurosamente controladas (10). La investigacién contd con la
aprobacién del comité de bioética del Bioterio Central de la Universidad de Los Andes
(BIOULA) bajo el codigo CEBIOULA/039.

Para la realizacion del presente trabajo de investigacion, se utilizd6 como fuente de tejido
cuatro muestras de mucosa oral normal de espesor total (epitelio y corion), obtenida de
cuatro ratas Sprague Dawley. Los especimenes murinos empleados eran machos de 2 meses
de edad, con un peso aproximado de 250 gramos, suministrados por el BIOULA.

La técnica de recoleccion de datos fue la observacion asistida mediante el microscopio de
fase invertida, el microscopio de fluorescencia y el microscopio Optico. Los datos obtenidos
durante el cultivo de cada linea celular fueron registrados en un instrumento una vez por
semana, el cual era contentivo de: forma de las células, tamafio, viabilidad celular, adhesién
a la placa de cultivo, relacion intercelular, confluencia y la respuesta al marcador en el caso
de los fibroblastos.

El presente estudio forma parte de una linea de investigacion, manteniendo los parametros
estandarizados en un estudio previo (4), donde se obtuvo la purificacién de los fibroblastos
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gingivales; sin embargo, para el cultivo de queratinocitos este protocolo fue modificado
(especificamente en el porcentaje aplicado de Suero Fetal Bovino en el medio de cultivo).
La metodologia se desarroll6 en dos fases, la primera consistio en el desarrollo de los
cultivos celulares de fibroblastos y queratinocitos (en placas de cultivo separadas), y la
segunda siembra y co-cultivo de ambos tipos celulares.

Fase I. Desarrollo del cultivo celular de fibroblastos y queratinocitos
Obtencion de la muestra

Previa limpieza de la zona con clorhexidina, la muestra de tejido se obtuvo de la papila
gingival correspondiente a cada uno de los incisivos centrales derechos de 4 ratas Sprague
Dawley. El procedimiento se realizé bajo anestesia Ketamina (Ketamine®), en dosis de 50
mg/kg combinada con Xilacina (Sedazine®) 10 mg/Kg, via intraperitoneal y se aplicd
lidocaina infiltrativa al 2 % (Lidocaina New Stetic®) intrabucal, en el fondo del surco
vestibular. La toma de la muestra se realizé en la encia adherida vestibular del maxilar
superior, en la region ubicada entre los incisivos, utilizando bisturi de Bard Parker y hoja
namero 15 C, se realiz6 una incision superficial en el tejido, continuando con una diseccion
profunda hasta retirar los fragmentos de tejido mucoso de espesor total, dejando indemne el
periostio. Los cuatro fragmentos de tejido (uno por cada espécimen) fueron del mismo
tamafio (5mm x 5mm) y se manejaron con la misma técnica quirurgica.

Las muestras fueron transportadas en una cava con bloques de refrigeracion (EverCold®)
para garantizar la cadena de temperatura a 4 °C hasta el Laboratorio de Cultivo del Instituto
de Inmunologia Clinica (IDIC) de la Facultad de Medicina de la Universidad de Los Andes.

En el laboratorio bajo normas de bioseguridad, previa desinfeccion y preparacion del area
de trabajo en campana de seguridad bioldgica, el tejido epitelial fue separado del tejido
conectivo, con la ayuda del bisturi sobre una capsula de Petri, luego se lavo con solucién
fisiol6gica para remover restos de sangre, los fragmentos obtenidos de tejido conectivo y de
tejido epitelial se almacenaron en cuatro tubos de 15 ml estériles contentivos de medio
Eagle modificado por Dulbecco completo (D-MEM) (D 5546 Sigma-Aldrich ®), al cual se
le adicioné 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina y 2,5 mg/mL de
anfotericina B trihydrate: sc-227265 (Santa Cruz Biotecnology, CA), para su posterior
procesamiento.

Cultivo de queratinocitos gingivales

El tejido epitelial fue cortado en fragmentos de aproximadamente 2mm X 2mm
denominados explantes, los mismos se homogenizaron con el émbolo de una jeringa estéril
para obtener fragmentos de tejidos mas pequefios. Las muestras fueron suspendidas
nuevamente en medio D-MEM suplementado con suero bovino fetal (SBF) (Sigma-
Aldrich) al 10% en un tubo falcom, para eliminar las células mononucleares presentes en el
tejido. Posteriormente se llevd a la centrifugacién a 400 g en centrifuga refrigerada marca
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Sorvall ® durante 30 minutos, se tomo el pellet ubicado en el fondo del tubo, se efectuaron
3 lavados y se sembrd en una placa de cultivo con 1 ml de D-MEM completo. Para
determinar la viabilidad celular de los queratinocitos se tomaron 2 pl de medio
suplementado, el cual debia contener las células y se afiadio 198 ul de azul trypan al 0.4%,
se colocd en camara de Newbauer y se observo en el microscopio optico (MO). Los
cambios de medio se realizaron dos veces por semana, durante 10 semanas, con la intencién
de suministrarle a las células los nutrientes necesarios. Las placas de cultivo se incubaron
en la estufa con humedad relativa al 5% de CO, a 37°C.

Cultivo de fibroblastos gingivales

Una vez separado el tejido conectivo del tejido epitelial, siguiendo el protocolo
previamente descrito, el tejido conectivo fue cortado en explantes de aproximadamente
2mm x 2mm, que fueron homogenizaron con el émbolo de una jeringa estéril para obtener
fragmentos de tejidos mas pequefios (Fig. 1).

Las muestras fueron suspendidas nuevamente en medio D-MEM suplementado con suero
bovino fetal (SBF) (Sigma-Aldrich) al 20% en un tubo falcom, para eliminar las células
mononucleares presentes en el tejido, la suspension celular de los fibroblastos fue sometida
a separacion por gradiente de densidad utilizando Ficoll-Hypaque densidad 1077 (Sigma-
Aldrich). Posterior a la centrifugacion a 400 g durante 30 minutos en centrifuga refrigerada
marca Sorvall ®, se tomo el pellet ubicado en el fondo del tubo, se efectuaron 3 lavados y
se sembro en una placa de cultivo con 1 ml de medio D-MEM completo. Para determinar la
viabilidad celular de los fibroblastos se tomaron 2 pl de medio suplementado el cual debia
contener las células y se afiadi6 198 pl de azul trypan al 0.4%, se coloc6 en camara de
Newbauer y se observd en el microscopio oOptico (MO). Los cambios de medio se
realizaron dos veces por semana, durante 10 semanas.

El fenotipo de fibroblastos se observé mediante citometria de flujo e inmunofluorescencia
directa con el marcador especifico de fibroblastos anticuerpo ER-TR7 sc-73355 PE (Santa
Cruz Biotecnology, CA). Las placas de cultivo se incubaron en la estufa con humedad
relativa al 5% de CO, a 37°C.
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Fig. 1.Procesamiento de la muestra y separacion celular. a: Obtencion de explantes mediante el corte con
hoja de bisturi. b: Homogenizacion de la muestra.

Fase I1: Elaboracién del co-cultivo celular
Siembra de fibroblastos gingivales en malla

A la sexta semana se alcanzé una confluencia celular del 80% del medio. Los fibroblastos
cultivados fueron sembrados e incubados durante 2 semanas en atmésfera himeda a 35°C y
5% de CO; en un fragmento de 20mm x 15 mm de malla de coldgeno comercial de uso
odontoldgico marca O-Mem-Lok® de 0,3 mm de espesor de la casa BiHorizons (Alabama,
Estados Unidos).

Siembra de queratinocitos gingivales en malla con fibroblastos

Después de 8 semanas de cultivo de los queratinocitos bucales y dos semanas posteriores de
la siembra de los fibroblastos en la malla de colageno, se procedié a la siembra de los
queratinocitos para generar el co-cultivo de encia de rata, esto por un periodo de dos
semanas.

RESULTADOS

Las muestras de tejido oral fueron tomadas de ratas Sprague Dawley, a partir de dichas
muestras se desencadenaron una serie de procedimientos con la finalidad de obtener el co-
cultivo de tejido gingival murino. Los analisis celulares previos a la generacion del co-
cultivo celular, arrojaron lo siguiente:

La viabilidad celular para los fibroblastos fue de 100% y la de los queratinocitos fue de
97%, la evaluacion de los queratinocitos se determind mediante analisis morfoldgico,
observando a través de microscopia invertida células aplanadas, irregularmente poliédricas,
con nucleo Unico, central y citoplasma de aspecto hialino. En las periddicas observaciones
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semanales de las placas de cultivo contentivas de queratinocitos no se evidencio la presencia
de células con caracteristicas morfoldgicas distintas.

La inmunofluorescencia evalué la morfologia e interrelacion celular, corroborando asi el
enriquecimiento predominante de células fusiformes, de nucleo Unico central, ovalado
proporcional al tamafio celular que respondi6é positivamente a la inmunotincion con el
marcador especifico para fibroblastos (Fig. 2)

Fig. 2. Fibroblastos gingivales observados a través del microscopio de inmunofluorescencia dando positivo al
marcador ER-TR7 sc-73355 PE

Los resultados de la citometria de flujo permitieron observar el enriquecimiento de
fibroblastos de la poblacion de células adheridas en monocapa. (Fig. 3)
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Fig. 3 Resultados de la citometria de flujo para los fibroblastos gingivales.
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En la primera semana del cultivo se observaron células en el fondo de la placa y de
morfologia redondeada, durante la segunda semana, de ambas lineas celulares se observaron
células con morfologia variada y de manera aislada. (Fig.4)

10 a3 10 b 10

Fig. 4 Microfotografias de la cinética de crecimiento de los cultivos celulares a: Flechas indican elementos
celulares redondeados. b: Segunda semana. Cultivo de queratinocitos, flechas indican celulas aisladas. c:
Segunda semana. Cultivo de fibroblastos, flechas indican celulas aisladas.

A partir de la tercera semana, se observo una proliferacion celular mas uniforme, de un 20%
de confluencia con respecto al medio y maduracion, en ambos tipos celulares, agrupandose en
colonias. En la cuarta y quinta semana la confluencia celular aumentd aproximandose a un
60%, los fibroblastos conformaron una clara y distinguida trama de células fusiformes con

largas prolongaciones, los queratinocitos también se encontraron confluentes manifestando
conexiones intracelulares (Fig. 5).
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Fig. 5. Microfotografias de la cinética de crecimiento de los cultivos celulares. a: Cuarta semana.
Flechas indican células con morfologia fusiforme (fibloblastos). b: Cuarta semana. Las flechas sefialan
células con morfologia poliédrica (queratinocitos). c: Quinta semana. Flechas indican células con
morfologia fusiforme (fibloblastos). d: Quinta semana. Las flechas sefialan células con morfologia
poliédrica (queratinocitos).

Durante la sexta semana se alcanz6 una confluencia celular del 80% del medio en ambos
cultivos. Las células habian formado monocapas con disposicion ordenada y se diferenciaba
claramente la morfologia fusiforme, alargada y de nicleo redondeado en posicion central
caracteristico de los fibroblastos gingivales. Los queratinocitos se observaron como células
irregularmente poliédricas con nucleo central y citoplasma de aspecto hialino (Fig. 6).
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Fig. 6 Microfotografias de la cinética de crecimiento de los cultivos celulares. a: Sexta semana.
Flechas indican células con morfologia fusiforme y alargada (fibroblastos) b: Sexta semana. Flechas
indican células poliédricas con nicleo central y citoplasma de aspecto hialino.

Basado en los principios y técnicas de ingenieria tisular y haciendo uso de una membrana de
coladgeno (Mem-Lock®,Alabama, Estados Unidos) fue posible obtener un co-cultivo celular
utilizando dicha membrana como scaffold en un periodo de tiempo de 4 semanas en medio
de cultivo. Durante la primera y segunda semana de co-cultivo, fue posible observar
mediante microscopio Optico elementos celulares en estrecho contacto con la membrana, lo
cual indico que la adhesién celular y la union intercelular se desarrollaron adecuadamente a

través de la malla (Fig. 7)
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Fig. 7 Microfotografias de la cinética de crecimiento de los cultivos celulares a: Octava
semana. Flechas indican fibroblastos gingivales. b: Octava semana. Flechas indican
queratinocitos. c¢: Flechas indican aspecto de la membrana de coldgeno Mem Lok ®. d:
Flechas indican membrana de colageno con relacion a elementos celulares.

DISCUSION

Una de las mas comunes aplicaciones de las técnicas de cultivo se incluyen en tratamientos
novedosos en dermatologia; en estos casos el cultivo celular autélogo con el uso de
acarreadores, membranas y matrices, ha incrementado el prondéstico favorable de lesiones con
grandes exposiciones de tejido de granulacion en heridas dermatol6gicas, para acelerar,
obtener y favorecer regeneracion del tejido dafiado, en lugar de derivar en un proceso

normalmente esperado de cicatrizacion. Tal es el caso de la investigacion realizada por
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Arango et al. 2009 (9) en la cual cultivaron fibroblastos y queratinocitos a fin de obtener un
equivalente cutaneo, al igual que en este estudio, los investigadores lograron semejar y
mantener las caracteristicas de tejido epitelial y conjuntivo normal. Estos resultados coinciden
con los revelados por Gonzalez et al. 2009 (7) en el cual obtuvieron laminas de tejido oral
mediante cultivo in vitro de fibroblastos y queratinocitos.

La constitucidn histologica de la mucosa bucal es similar a la cutanea, interactian los mismos
tipos celulares principales, logrando estandarizar mediante el presente estudio protocolos para
la generacion de un sustituto de mucosa bucal en el laboratorio lo que a futuro representa una
indudable utilidad clinica, ya que a pesar de que existen multiples opciones terapéuticas para
el tratamiento de defectos de la mucosa bucal, ain se mantiene la necesidad de encontrar
sustitutos funcionales, anatdmicos y estéticamente similares al tejido a reemplazar, asi como
soluciones que reduzcan la morbilidad asociada a la obtencion de tejido de zonas donantes.

Fue posible aislar y cultivar fibroblastos y queratinocitos de origen murino a partir de
pequefias biopsias. En este contexto, el cultivo de fibroblastos demostré una elevada tasa de
proliferacion y un rapido crecimiento en medios de cultivo y elevada eficiencia a la hora de
generar confluencia, logrando la cobertura de hasta un 80% en su placa de cultivo a las 6
semanas de incubacién, resultados similares se obtuvieron con el cultivo de queratinocitos,
estos datos coinciden con los publicados por otros investigadores (11-13). La caracterizacion
de las células cultivadas permitié determinar la presencia de fibroblastos y queratinocitos en
las placas de cultivo, los primeros resultando positivos a las pruebas de citometria e
inmunofluorescencia, mientras que los segundos s6lo se caracterizaron mediante evaluacién
morfolégica debido a que no fue posible contar con el marcador especifico para
queratinocitos.

Las células en cultivos tridimensionales o en 3D presentan un comportamiento similar como
lo hacen en sus organismos de origen, la calidad y cantidad de informacion obtenida es mayor
en aquellos ensayos en los cuales se utilizan técnicas de cultivo de células en 3D, porque hay
una gran similitud con los organismos de origen (14). El disefio de cultivo realizado en la
presente investigacion es tridimensional, y de acuerdo al numero de tipos celulares
involucrados se denomina segun Frasney 1995 como Co-Cultivo, el mismo se describe entre
los cultivos tridimensionales, al respecto Garcia 2013 (14) lo clasifica cémo cultivo
organotipico tridimensional secundario, estos tipos de cultivo se caracterizan porque constan
de varios tipos celulares que interaccionan entre si, de tal manera de asemejar su
comportamiento existente en su tejido de origen, este tipo de cultivos se enfoca en in vitro de
tejidos u drganos completamente funcionales que puedan ser utilizados en injertos o en
transplantes.

Lograda una elevada tasa de proliferacion de las células a utilizar en la construccion del
sustituto de mucosa artificial, se procedié a la construccién de dicha mucosa utilizando un
soporte estromal compuesto por una membrana de colageno, durante la sexta semana de
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cultivo se procedié a la siembra de los fibroblastos sobre una membrana de colageno
comercial (Mem-Lock®), y, dos semanas después fueron sembrados los queratinocitos
constituyendo asi un cultivo tridimensional. Ambos tipos celulares mantuvieron una adecuada
proliferacion y actividad biologica, lo cual se puso en evidencia al realizar el estudio
histologico, que coincide con la investigacion realizada por Hilmann et al. 1999 (15) en la
cual demostraron que los fibroblastos expresan diferencias representativas en cuanto a
proliferacion biosintesis en cultivos tridimensionales en comparacion a cultivos en monocapa,
asimismo, observaron una apariencia y distribucidn espacial similar a la de las células in vivo.

Al respecto de los soportes, diferentes autores han utilizado materiales para la construccion
de tejidos en el laboratorio con resultados similares, mencionando algunos de ellos como los
geles de quitosano fibrina y agarosa y colageno. Cabe destacar que el uso de membranas
como scaffold es una técnica ampliamente utilizada por investigadores los cuales ademas de
hacer uso del colageno, emplean diversos materiales para la construccién de tejidos, tal es el
caso de los estudios reportados por Marafiéz et al.2011 (8) en el que utilizan un soporte de
fibrina-agarosa; el de Monteagudo et al. 2009 (2) en el cual utilizd una membrana de
submucosa intestinal de cerdo. En este estudio, la membrana utilizada fue de colageno Tipo |
Bovino, su uso permitié un adecuado desarrollo del andlogo de encia, encontrandose apto para
ser aplicado, ya que su constitucién y caracteristicas fisicas representan una ventaja en la
afinidad de las células a su superficie y en la manipulacién si se compara con un elemento en

gel.

CONCLUSIONES

La metodologia desarrollada en la presente investigacion permitid el aislamiento y cultivo
de fibroblastos y queratinocitos gingivales a partir de biopsias de mucosa oral murina y su
posterior utilizacion para generar el cultivo organotipico. La membrana de colageno
funciond como un scaffold exitoso, ya que el tiempo que permanecié inmersa en el medio
de cultivo no se observo disolucion de la misma y permitio el desarrollo celular, asi como
adhesion intercelular y adhesion de las células a la propia malla.

La creacién de un cultivo organotipico de mucosa bucal en nuestro laboratorio representa
un paso inicial para la implementacion de nuevas estrategias terapéuticas. Se recomienda
continuar con la linea de investigacion, haciendo uso de una muestra de mayor tamafio, con
la finalidad de obtener resultados que permitan realizar inferencias sobre la aplicacién in
vivo de estos tejidos creados artificialmente en la clinica humana.

De contarse con los recursos necesarios, se sugiere orientarla a la valoracion in vivo del
tiempo que sobreviven las células (fibroblastos y queratinocitos), lo cual podria realizarse
por inmunotransferencia Western Blot, para corroborar que actian como cubiertas
bioldgicamente activas, favoreciendo la reepitelizacidn y consecuente curacion de heridas.
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