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3. Resumen

Los cultivos celulares son esenciales en la investigacion cientifica, ya que es posible estudiar los
procesos fisiolégicos permitiendo crear un amplio campo de estudio para las posibles aplicaciones
en la ingenieria tisular. Se ha logrado aislar y cultivar fibroblastos gingivales humanos obtenidos de
la mucosa oral. Objetivos: Establecer un protocolo estandarizado en la ENES, UNAM Unidad
Leon, para el cultivo de fibroblastos gingivales humanos in vitro de tejido gingival. Materiales y
métodos: 10 explantes de 1 x1 mm de biopsias de tejido gingival obtenidas de las cirugias de
terceros molares, las cuales fueron lavadas tres veces con PBS; 5 de ellas fueron incubadas con
Tripsina al 0.025% durante 60 minutos a 37 °C. Fueron cultivadas con medio DMEM adicionado
con 20% de Suero Fetal Bovino, 1% de Glutamax y 1% de antibiético e incubado por una semana
a 37 °C, 5% de CO,y 95% de humedad Al tener una confluencia celular mayor a 80% las células
fueron desprendidas enzimaticamente y subcultivadas en nuevos platos de cultivo. La capacidad
de proliferacién celular fue evaluada de 0 a 96 horas con dos medidos de cultivo a-MEM y DMEM.
La criopreservacion celular fue a -80 °C y se realiz6 cuando la confluencia celular fue mayor del
80%. Resultados: Se observd una disgregacion celular emigrando desde la superficie de los
explantes con células dispuestas, dispersas y adheridas al fondo del plato, mostrando una
morfologia caracteristica de fibroblasto, posterior a 5 dias de su incubaciéon y una confluencia
celular mayor al 80% a los 21 dias. El estudio de viabilidad y proliferacién celular demostré que los
medios DMEM y a-MEM tienen el mismo grado de éxito. Conclusiones: La técnica de cultivo
celular por disgregacién enzimatica con Tripsina-EDTA resulté ser una excelente opcién para los

cultivos primarios de fibroblastos gingivales humanos.
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4. Introduccioén

La ingenieria de tejidos es un campo relativamente nuevo que utiliza células vivas, materiales
biocompatibles, factores bioquimicos y fisicos, asi como la combinacién de las mismas, para crear

estructuras similares a los tejidos."

Actualmente, los cientificos han desarrollado metodologias para aislar células y obtener
poblaciones celulares mantenidas y multiplicadas in vitro. Los cultivos celulares son esenciales en
la investigacion cientifica, ya que permiten estudiar los procesos fisiolégicos y comportamientos
celulares para asi crear materiales, los cuales ayuden a restaurar la funcionalidad total o parcial de

tejidos dafiados por traumatismos o patologl'as.2

El cultivo de células epiteliales o dérmicas para elaborar coberturas de heridas ha sido estudiado
desde hace muchos afios, logrando tener cultivos tridimensionales que imitan la piel o0 mucosa oral,
empleando varios procedimientos desarrollados gracias a la habilidad de cultivar in vitro células de

fibroblastos y queratinoci'[os.3

En la dltima década, ha surgido gran interés en producir pseudo dermis que contenga elementos
estructurales y celulares como los fibroblastos, células fundamentales para el rdpido crecimiento de
los queratinocitos, que conforman la dermis y estan involucrados en la formacién de la matriz

extracelular.*

El fibroblasto es la célula mas comun y menos especializada del tejido conjuntivo; se encarga de la
sintesis y mantenimiento de la matriz extracelular. Es imprescindible para mantener la integridad
del tejido conjuntivo y esté involucrado en los procesos de cicatrizacion, ya que cuando ocurre
dafio tisular, se induce mitosis de fibroblastos y se estimula la produccion de colageno, que aisla el
tejido y favorece su reparacién. También se encarga de sintetizar los precursores de la matriz
extracelular como son el colageno, sustancia amorfa, proteinas fibrosas de la sustancia amorfa y

fibras elasticas.’

El objetivo de la presente investigacion es estandarizar un método de cultivo de tejido primario de
fibroblastos gingivales humanos (del inglés, HGF) obtenidos por biopsia de pacientes que acuden a

las clinicas de la Escuela Nacional de Estudios Superiores (ENES), Unidad Ledn de la UNAM.
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CAPITULO 1
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5. Marco teodrico

5.1 Ingenieria de tejidos
Se conoce como ingenieria tisular al area cientifica interdisciplinaria cuyo fundamento esencial es

el uso de células vivas, la manipulacién del entorno extracelular, la creacion de sustitutos
biolégicos y su consecuente implantacién en el cuerpo. La intencién es reparar, reemplazar,

mantener o mejorar la funcién particular de un érgano o tejido.®

La regeneracion tisular es la respuesta que lleva a cabo el organismo a la restitucion integral del
tejido tras una lesién, a diferencia de la reparacién, donde el tejido se forma por un tejido cicatrizal

con caracteristicas diferentes al original.6

En las Ultimas décadas, el cultivo y proliferacién de fibroblastos humanos ha emergido como una
herramienta para la expansion celular y la formacién de epitelio, contribuyendo al desarrollo de

nuevas tecnologias como la ingenieria de tejidos y la terapia génica.s’7

Cada afio, mas de 500,000 procedimientos de injertos se llevan a cabo para tratar de restablecer la
funcionalidad posterior a las lesiones como fracturas 6seas, lesiones relacionadas que resultan de
una variedad de causas quirdrgicas, degenerativas, patologias y traumaticas que pueden resultar

incapacitantes o incluso en la pérdida de estabilidad.®

Respecto al nimero de personas afectadas y las consecuencias que han requerido el estudio de
alternativas, que busquen los métodos mas adecuados para restituir el 6ptimo desempefio de los
tejidos afectados, los cuales han sido influenciados por diferentes terapias como la colocacién de

injertos, materiales aloplasticos y la tecnologia de la ingenieria tisular.®

Asi como los injertos 6seos, los tisulares han sido una herramienta fundamental para la
rehabilitacibn en mucosa oral y otras partes del cuerpo; debido a su capacidad inductiva para

regenerar tejidos dafiados por trauma o tratamiento quirl]rgico.6

Se consideran a los injertos autélogos como el “estandar de oro” por su buena aceptacion dentro
del organismo, teniendo la ventaja de compatibilidad y adecuada integracién; aunque dentro de las
desventajas se encuentra el tener poca disponibilidad en cantidad de zonas donadoras y

complicaciones postoperatorias en la region donadora con una alta morbilidad.’

Los xenoinjertos, los cuales son obtenidos de otras especies poseen un alto potencial de
reacciones inmunes, por lo tanto es de suma importancia el desarrollo de terapias alternativas,

accesibles que sean capaces del completo restablecimiento de la funcionalidad.*®
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La ingenieria tisular crea injertos artificiales, que son capaces de inducir la neoformacion y la

regeneracion de los tejidos blandos y duros a través de procesos naturales de regeneracion.’

Estas terapias regenerativas actuales son influenciadas por el desarrollo embrionario, la biologia
de las células troncales y la ingenieria tisular. Estas han desarrollado terapias para la
reconstruccion tisular, a base de biomateriales de relleno y membranas de sostén, que se pretende
sean biocompatibles, de bajo costo y completamente reabsorbibles, de manera en que se
sustituyan por tejido neoformado y regenerado, asi como también se pretende que sean estables,
para que permanezcan en el sitio por un periodo no menor a 16 semanas. Los materiales utilizados

son variables dependiendo, en nuestro caso; al tipo de tejido a regenerar. **°

5.2 Cultivos celulares
La importancia de los cultivos celulares radica en obtener modelos que puedan replicar la fisiologia

celular, permitiendo una detallada observacion y comprension de los distintos fenémenos
biolégicos, moleculares y estructurales; con base en dichos estudios desarrollar métodos
innovadores acorde a las necesidades actuales en el &mbito de la medicina, ofreciendo con ello

nuevas alternativas terapéuticas.™

Los cultivos celulares in vitro consisten en un sistema formado por células provenientes de un
6rgano o tejido, normal o tumoral, mantenidas en medios de cultivo de composicién gquimica
definida y en condiciones de temperatura, pH, aireacién y humedad controladas; ya que de esta
forma se aseguran su supervivencia y multiplicacion, manteniendo todas sus funciones

metabdlicas de una manera semejante a las que tenia el huésped.** *3

Se han formulado medios para cultivar estas células, sin embargo, por lo general los medios de
cultivo y su eficacia son mas caros en relaciéon con los medios suplementarios que se han definido
por investigadores. Los medios estan suplementados por Dulbecco’s modified Eagle’s medium

(DMEM), suero fetal bovino (FBS del inglés fetal bovine serum) y antibiéticos™

Cuando un cultivo proviene de células que han sido disgregadas de un tejido original recién
extraido recibe el nombre de Cultivo Primario; y, cuando este Cultivo Primario es sometido a
procesos de transformacion que le confieren capacidad ilimitada de multiplicacion, recibe el

nombre de Linea Celular. ***°

En un cultivo celular, las células crecen en suspension o adheridas a una superficie.
Generalmente contienen un Unico tipo de célula y estas suelen ser homogéneas genéticamente, su

velocidad de propagacién o crecimiento mantenido lo hace ser el tipo de cultivo mas utilizado.™ *°

10
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5.3 Técnicas de Cultivo Celular
Explantes Primarios: Estan constituidos por fragmentos pequefios de tejidos u 6rganos que se

adhieren a una superficie en la que generalmente crecen las células de la periferia del explante. Es

atil para pequefias cantidades de tejidos, como biopsias de piel.™

Cultivo de células disgregadas: Este tipo de cultivo esta formado por células dispersas disgregadas
de un tejido vivo, de un cultivo primario, o de una linea celular, mediante distintos sistemas
mecanicos, quimicos o enzimaticos (Figural). Las células crecen en suspension o adheridas a una
superficie. Es el tipo de cultivo mas utlizado en la actualidad debido a su capacidad de

propagacion, es decir de crecimiento mantenido.™

Mecanismo de disgregacién enzimatica con tripsina: Pequefas porciones de tejido se incuban con
tripsina a 37 °C y las células disociadas deben recolectarse por centrifugacion cada media hora. La

tripsina se neutraliza con suero en medio de cultivo.*®

Figura.1 Esquema de cultivo de fibroblastos gingivales. Fuente: Volponi A. Adult Human Gingival
Ehitelial cells. Sourse . 2013

11
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5.4 Medios de cultivo celular

El cultivo celular se realiza en medios artificiales preparados mediante la mezcla de componentes

purificados o de soluciones organicas complejas, en el interior de instrumentos que mantienen las

condiciones fisico-quimicas adecuadas, y sobre soportes o recipientes que los contienen y aislan

del medio exterior. Por ello consideraremos que el medio de cultivo estara formado por cuatro

elementos: la naturaleza del sustrato o fase en que crecen las células, las condiciones fisico-

quimicas y fisiolégicas del medio, la naturaleza y composicién de la fase gaseosa y, las

condiciones de incubacién, especialmente la humedad y la temperatura.'®

55 DMEM
DMEM (medio de Eagle modificado por Dulbecco, Figura 2) es

un medio ampliamente utilizado para soportar el crecimiento de
muchas células diferentes de mamiferos. Las células cultivadas
con éxito en DMEM incluyen fibroblastos primarios, neuronas,
células gliales, células de mdusculo liso, asi como lineas

celulares tales como Hela.

Contiene 4 veces la concentracion de aminoacidos y vitaminas
gue el medio esencial minimo de Eagle original. EI DMEM se
formul6é originalmente con glucosa baja (1 g /L) y piruvato
sédico, pero se usa a menudo con niveles de glucosa mas altos,
con o0 sin piruvato sédico. La férmula original DMEM contiene
1,000 mg/L de glucosa y se inform6 primero para el cultivo de

células de ratén embrionarias.*’

5.6 o-MEM
La modificacion a-MEM (Figura 3) es uno de los medios sintéticos

més utilizados para el cultivo celular, que contiene aminoécidos
esenciales y no esenciales, piruvato de sodio y vitaminas
adicionales. La formulaciébn contiene la adicion de

desoxirribonucledsidos y ribonucledsidos.*’

Figura 2. Medio DMEM.

Fuente: directa

Figura 3. Medio de cultivo

a-MEM. Fuente: directa

12
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5.7 Suero Fetal Bovino
El suero fetal bovino (Figura 4) se utiliza cominmente como suplemento a los medios de cultivo

celular, debido a que proporciona un amplio espectro de macromoléculas, portadoras de proteinas
para sustancias lipoides y oligoelementos, factores de propagacion, nutrientes de bajo peso
molecular, hormonas y factores de crecimiento.™®

5.8 Glutamina
La Glutamina (Figura 5) es un aminoacido esencial y componente clave en cultivo celular,

actuando como mayor fuente de energia para células propagantes. Para crecimiento celular 6ptimo

requiere suplemento del medio antes de su uso."’

59 PBS
El PBS (Figura 6) se emplea como vehiculo neutro para células, ya que no modifica el perfil de

expresién y funcionamiento celular normal. Esta solucién es empleada cominmente para lavar
células. El PBS puede ser empleado como diluyente para métodos de desecacién de biomoléculas,
ya que las moléculas de agua presentes en el PBS se adhieren alrededor de la biomolécula

permitiendo inmovilizarla a una superficie sélida.*®

Figura.4 SFB, Figura.5 Glutamax, Figura.6 PBS
Fuente: directa Fuente: directa Fuente: directa
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5.10 Fibroblastos
Los fibroblastos son las células mas comunes y menos especializadas del tejido conjuntivo, se
encargan de la sintesis y el mantenimiento de la matriz extracelular y presentan gran capacidad

para diferenciarse, dando lugar a otros tipos celulares mas especializados de tejido conjuntivo.® *°

Su funcién es la sintesis y mantenimiento de la matriz extracelular, imprescindible para la
integridad del tejido conjuntivo; ademas, esta involucrado en los procesos de cicatrizacién, ya que
cuando ocurre dafio tisular, se induce mitosis de fibroblastos y se estimula la produccién de

colageno, que aisla el tejido y favorece su reparacion. 2°**

Es una célula de tejido conectivo que tiene un papel esencial en el desarrollo, estructura y sostén
de los dientes. Una de sus funciones principales es la formacion de fibras extracelulares
coldgenos, elasticas, reticulares y oxitalanicas, cuyas funciones de contractibilidad y motilidad

contribuyen a la organizacion de estructuras de los tejidos durante el desarrollo y regeneracién.22
Los fibroblastos secretan los precursores de las fibras: Coldgenas, reticulares y elasticas.?
También sintetiza los precursores de la matriz extracelular:

Colageno: sintetiza especialmente colageno tipo I, aunque puede sintetizar también otros tipos

segun el érgano donde se encuentre el tejido.

Sustancia amorfa: formada por proteoglicanos unidos a glucosaminoglucanos.

Proteinas fibrosas: embebidas en la sustancia amorfa, destacando la fibronectina y la laminina.
Fibras elasticas: formadas predominantemente por elastina y otras proteinas como fibrillina.”®

Los fibroblastos son estimulados por varias citoquininas, destacando el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-beta, del inglés Transforming Growth Factor beta) y factor de crecimiento
de fibroblastos (FGF, del inglés Fibroblast Growth Factor). El TGF-beta estimula la produccion de

coladgeno y fibronectina, principalmente en procesos de cicatrizacion.®®

Los subtipos existentes, los fibroblastos dermales (FD) y gingivales (FG), contienen caracteristicas
morfologicas y funcionales similares; sin embargo, se ha establecido que los FG median la
reparacion de los tejidos de manera mas rapida y con bajo nivel de cicatrizacion. Esta
caracteristica particular de los FG, esta asociada a su alta capacidad de replicacion y actividad de
la telomerasa, que estd asociada con la longevidad celular.** esto ha despertado interés en

investigadores por su gran potencial de regeneracion tisular.

14
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5.11 Estructura del fibroblasto
El fibroblasto en reposo posee un nicleo pequefio, achatado, tefiido, con un citoplasma escaso;

mientras el fibroblasto activo presenta un contorno fusiforme, posee un complemento usual de
organelas citoplasmaticas en mayor cantidad, con varios complejos de Golgi y muchos perfiles de
reticulo endoplasmatico rugoso, mitocondrias y vesiculas secretorias ademas contiene de 1-2

nucleolos.?® %> %

Las células se presentan aplanadas, con finas prolongaciones (Figura 7). El citoesqueleto se halla
normalmente organizado en haces largos y rectos de microfilamentos laxamente unidos y

filamentos individuales que forman una red tridimensional entrecruzada.”

En los procesos de reparacion o de naturaleza inflamatoria del tejido conectivo suele variar su
morfologia, asi como el niUmero de sus células y el desarrollo de las organelas en el seno de las

mismas.?°

Figura 7. Fibroblastos humanos en la placa de Petri con morfologia fusiforme. (100x aumentos).

Fuente: Directa
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5.12 Regeneracion de tejidos.
Cuando se dio inicid al cultivo de fibroblastos, comenzé una busqueda en la ingenieria tisular para

desarrollar substitutos biolégicos que restauren, mantengan o mejoren la funcion de los tejidos;
haciendo uso de matrices biologicas o aloplasticas reabsorbibles, solas 0 sembradas con células

vivas, para fabricar estructuras tridimensionales que sirvan como material de injerto.ll
Los pilares basicos sobre los cuales se sustenta la ingenieria tisular son:

Prevenir una respuesta inmunolégica, ya sea inflamacién, rechazo o ambas. Crear el sustrato ideal
para la sobrevida, desarrollo y diferenciacion celular. La utilizacion de implantes biocompatibles
compuestos por moléculas integrantes de la matriz extracelular. Proveer un adecuado medio
ambiente para el desarrollo celular y tisular es crucial para mantener la funcién celular y el

desarrollo del tejido neoformado. 3

Esta metodologia pone también, la aplicacién de las técnicas de cultivo celular ya conocidas sobre
matrices biodegradables que sirvan de soporte para su injerto en el huésped. Con los éxitos
alcanzados con el manejo de células epiteliales se iniciaron los estudios para obtener las
condiciones 6ptimas para el crecimiento, desarrollo y diferenciacion en cultivo de diferentes tejidos

especializados y tipos celulares, asi como su aplicacion clinica.?

La reparacidon y regeneracién de tejidos dependera del uso de polimeros biodegradables,
andamios que apoyen, refuercen y organicen la regeneracion de tejidos. El andamio se aplica
como una matriz portadora de sustancias bioactivadas o células incorporadas; una serie de

polimeros naturales y sintéticos estan actualmente en uso como andamios de tejidos.26

El aislamiento de células, su adhesion a los andamios bioreaborbibles y su proliferacion, son los

componentes mas importantes para los proyectos de ingeniera de tejidos.26
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5.13 Antecedentes:
El cultivo celular tuvo origen en el siglo XIX, como un método para el estudio del comportamiento

de las células animales libres de variaciones sistémicas ocurridas dentro del organismo, esto bajo

un experimento.*®

Wilhem Roux mantuvo en el afio 1885 células de embrién de pollo en solucién salina durante unos

dias.”’

1907 Harrison es considerado el iniciador de los cultivos de tejidos animales: utiliz6 técnicas de
estudio in vitro para el estudio de fendmenos in vivo, y demostrd el crecimiento de fibras nerviosas

en cultivo.?’
1910 Burrows: empled plasma de pollo para nutrir los cultivos embrionarios de poIIo.13

1913 Carrel: demostré la posibilidad de mantener en cultivo células de embrién de pollo, en

condiciones de asepsia, durante un tiempo superior a la vida del animal.”®

1916 Rous y Jones: utilizaron por primera vez extractos enriquecidos en tripsina para disociar

células de los tejidos.
1948 Sanford y cols: demostraron la formacién de clones celulares.
1949 Polge: criopreservacion celular a temperaturas bajo cero.!

1952 Gey y cols: establecieron la primera linea celular humana continua, las células HelLa Levi-
Montalcini y cols, determinan que el factor de crecimiento nervioso (NGF) estimula el crecimiento

de axones en cultivo.
1954 Abercrombie y cols: observaron la inhibicién de crecimiento por contacto en fibroblastos.
1955 Eagle: desarrollaron medios definidos y describe factores de adhesién.

1958 Temin y Rubin: desarrollaron un ensayo cuantitativo para la infeccion de células de pollo en

cultivo por el virus del sarcoma de Rous.

1961 Hayflick y Moorhead: usaron por primera vez antibiéticos para prevenir la contaminacion de
los cultivos de fibroblastos. Pudieron mantener estos cultivos durante unos 12 pases, pero no

consiguieron establecer lineas estables.”
1962 Buonassisi: publicé los métodos para mantener células diferenciadas.

1965 Harris y Watkins: crean el primer heterocarion de células de mamifero por la fusién inducida

por virus de células humanas y de raton.
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1968 Yaffe: estudio la diferenciacién de mioblastos normales in vitro.

1969 Augusti-Tocco y Sato: establecieron la primera linea celular estable de neuroblastoma, linea

de células diferenciadas.

1975 Rheinwald y Green: describieron un método para cultivar laminas de tejido epitelial in vitro
utilizando como células cebadoras una capa de fibroblastos de raton (células 3T3) letalmente

irradiados, en un medio que contenia suero fetal-bovino y factores de crecimiento celular.™ *

1976 Sato y cols: publicaron una serie de trabajos que demuestran las distintas necesidades de

hormonas y factores de crecimiento que precisan diferentes lineas celulares.?’

1977 Wigler y Axel: desarrollaron un método eficiente para introducir una copia simple de genes de

mamifero en células en cultivo.

En 1980 Banks-Schelegel y cols: mostraron la viabilidad del epitelio cutaneo obtenido in vitro,
empleandolo como injerto en animales de experimentacién; lo que llevé al perfeccionamiento de
estas técnicas haciendo posible la utilizacién de estos tejidos en el laboratorio, en la practica

clinica.?
1986 Martin y Evans Aislan: cultivaron células madre embrionarias pluripotenciales del ratén.?
1987 Se adjudicé el término tissue engineering (ingenieria tisular).*

1990 Phillips et a.l: utilizaron fibroblastos cultivados in vitro, tratando de dilucidar el papel de los

microorganismos y sus productos en la patogénesis de la enfermedad periodontal.22
1990, De Luca et al.: reparacidn quirargica de la piel humana y defecto de la mucosa.?®

1990 Langdon et al.: reportaron el trasplante de una lamina epitelial a sitios retirados por

maxilectomia radical.

1991 Ragoebar y cols.: utilizaron la técnica de cultivo in vitro de mucosa oral para cubrir defectos

causados durante la realizacién de vestibuloplastias.*

1992 Bayreuther et al.: la proliferacién de fibroblastos de biopsias cutaneas han sido relacionadas

con la edad cronologica del donante.®

1995 Odioso et a.:l desarrollaron un modelo de co-cultivo de queratinocitos y fibroblastos
gingivales. Utilizaron de soporte tridimensional para el cultivo de fibroblastos una malla de nylon en

lugar de colageno. *
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1996 Garlick y Fenjves: crearon un método rapido y simple para aislar queratinocitos en la mucosa

oral al igual que la piel.”®

1997 Tomakidi et al.: desarrollaron mayas tridimensionales como modelos para pruebas de
compatibilidad con la mucosa oral.*?

1997 Sugimura y cols.: investigaron los cambios morfologicos producidos después de trasplantar

una lamina cultivada de epitelio oral humano, sobre piel de ratones atimicos.”

1999 Izumi et al.: utilizaron células de queratinocitos para terapia génica.
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CAPITULO 2

20



Cultivo de fibroblastos gingivales humanos, ENES-Le6n, UNAM

6. Planteamiento del Problema
En el area de cirugia bucal podemos encontrar problemas importantes, como la cicatrizacién de

tejidos y en muchos casos, la limitada disponibilidad de tejido para poder realizar algun tipo de

injerto cuando el tratamiento lo demande.

En los Ultimos afios los avances en la investigacion cientifica, especialmente en la ingenieria
tisular, han propuesto una gama de uso de cultivos celulares para aplicaciones en biomateriales o
colocacion de injertos. En la Escuela Nacional de Estudios Superiores (ENES), Unidad Le6n, de la
UNAM se realizan investigaciones para la creacion e innovacion de biomateriales; sin embargo a la
fecha no se cuenta con un protocolo para la obtencién y cultivo de fibroblastos gingivales humanos

(HGF) a partir de tejido gingival.

La problematica a resolver consiste en formular un método estandarizado de cultivo de fibroblastos
gingivales humanos (HGF), los cuales se obtendran de las muestras de tejido gingival humano, de
los pacientes sometidos a odontectomias quirargicas de terceros molares inferiores, para la

elaboracién de futuras investigaciones en la ingenieria tisular.
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7. Pregunta de investigacion

¢Cual es el método de estandarizacion del cultivo de tejido primario de fibroblastos gingivales

humanos, obtenidos por biopsia de pacientes que acuden a las clinicas de la ENES, Unidad Le6n
de la UNAM?
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8. Justificacioén

Los procedimientos de colocacion de injertos, colocacion de biomateriales e ingenieria tisular han
aumentado exponencialmente cada afio; dichos injertos se llevan a cabo para tratar de restablecer
la funcionalidad de lesiones tisulares que resultan de diversas causas: quirdrgicas, degenerativas,

patologias o traumaticas que pueden resultar incapacitantes.

Los fibroblastos tienen un gran potencial en regeneracion de tejidos, ya que estan involucrados en
los procesos de cicatrizacion cuando ocurre un dafio tisular. Los estudios de vanguardia, en
relacién con la ingenieria de tejidos, tienen la finalidad de lograr la regeneracion tisular mediante
mecanismos que nos brindan la posibilidad de preservar la funcién y estructura anatémica,

minimizando el riesgo de morbilidad teniendo compatibilidad celular y bioldgica.

Por lo anterior, para ser consideradas como una posible alternativa terapéutica clinica, el
aislamiento y cultivo de fibroblastos gingivales humanos debe ser estandarizado y totalmente
reproducible. Este protocolo nos permitira realizar cultivos celulares que en un futuro préximo
serviran como base para formulaciones que permitan la regeneracion tisular. Contando con un
proyecto sustentado en las consideraciones bioéticas, cientificas, tecnoldgicas y sociales que

demanda la investigacion del siglo XXI.
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9. Objetivos

9.1 Objetivo general
Establecer un protocolo estandarizado y un método de cultivo de fibroblastos gingivales humanos

(del inglés, HGF) in vitro de tejido gingival de pacientes que acuden a las clinicas de la ENES,
Unidad Leon de la UNAM.

9.2 Objetivos especificos
I Comparar las técnicas de cultivo, disgregacién enzimatica con Tripsina-EDTA y explantes,

que muestren mejores resultados para el establecimiento celular hasta lograr una
confluencia del 80% de la poblacion celular.

Il. Identificar el medio de cultivo ideal para la preservacion de cultivos celulares de
fibroblastos entre el medio a-MEM y DMEM.

Il Cuantificar de forma exponencial el numero de células cultivadas con el medio a-MEM y
DMEM.

V. Criopreservar en criotubos los fibroblastos gingivales primarios para futuras investigaciones
en su division celular menor a 4 PDL y tener biodisponibilidad en stock.
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10. Hipotesis

10.1 Hipodtesis de investigacion
Los cultivos celulares de HGF tienen un éxito mayor al 50% con la técnica de cultivo por

disgregaciéon enzimatica con el uso de DMEM + 20% de suero fetal bovino + 2% de antibiético

+ 1% de glutamina, en comparacién con la técnica de cultivo de explantes.

10.2 Hipétesis nula
Los cultivos celulares de HGF tienen un éxito menor o igual al 50% con la técnica de cultivo por

disgregacion enzimatica con el uso de DMEM + 20% de suero fetal bovino + 2% de antibiético

+ 1% de glutamina, en comparacion con la técnica de cultivo de explantes.
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CAPITULO 3
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11. Marco metodoldgico

Tipo de estudio: experimental in vitro.
Disefio de estudio: puro, descriptivo, prospectivo y comparativo.

11.1 Universo de estudio/Muestra:
Muestra: no probabilistica.

Método de muestreo: por cuotas.
Universo de estudio: pacientes que acudan a la clinica de cirugia bucal de la ENES, Unidad Leén.
Tamarfo de muestra: 10 pacientes, 5 biopsias de tejido gingival por cada tipo de técnica de cultivo.

Densidad celular; numero de células orales establecidas de tejido gingival humano cultivadas y

para su criopreservacion.

11.2 Criterios de Seleccion de la muestra:
La seleccion de pacientes se llevara a cabo mediante las siguientes caracteristicas.

11.3 Criterios de inclusion
Pacientes entre 18 y 30 afios de edad que requieran odontectomias quirdrgicas de

terceros molares inferiores, en la clinica de cirugia bucal de la ENES, UNAM.
e Sin antecedentes de pericoronitis.
¢ Sin enfermedades sistémicas.
e Sin toxicomanias.

e Sin presencia de infeccion.

11.4 Criterios de exclusion
Pacientes que no tengan terceros molares inferiores.

11.5 Criterios de eliminacién

e Cirugias que no tengan suficiente tejido gingival libre para biopsia.
e Muestras que entren en contacto con otra superficie antes de ser depositadas en la

solucién transportadora.

e Pacientes que se nieguen a firmar el consentimiento informado para la participacion del

estudio.
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11.6 Variables de estudios

11.6.1 Variables dependientes

VARIABLE DEFINICION DEFINICION TIPO ESCALAY
OPERACIONAL UNIDAD DE
MEDICION
Proliferacion Incremento del Se utilizara el Cuantitativa De razones
celular ndmero de método de discreta 0---n células/mL.
células por conteo celular por

division celular,
cuantificadas por
medio de la
actividad
mitocondrial

celular.?®

hematocitometro,
y se
complementara
con el método de
cuantificacién

automatica.
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11.6.2 Variantes independientes

VARIABLE DEFINICION DEFINICION TIPO ESCALAY
OPERACIONAL UNIDAD DE
MEDICION

Tipo de medio de | Mezclas de Se utilizara medio | Cualitativa Nominal
cultivo nutrientes que, de cultivo a-MEM 1-DMEM

en y 2-MEM

concentraciones DMEM

adecuadas y en adicionados con

condiciones 20% de SFB +

fisicas 6ptimas, 2% de antibiético

permiten el + 1% de

crecimiento glutamax como

celular®. analisis variable.
Tiempo de Incremento del Se considerara Cuantitativa De razones
proliferacion namero de un rango de discreta 0-n horas de
celular células por tiempo de 4 incubacion

division celular, semanas de

cuantificadas por | incubacién.

medio del conteo

celular por

hematocitometro,

y cuantificacion

automatica’.
Técnica de Método con el Explante y Cualitativa Nominal
cultivo gue se lleva a digestion dicotomica

cabo un cultivo enzimatica. 1-Explante

celular®. 2-Digestion

enzimatica
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11.7 Disefio experimental
Esquema 1. Metodologia para el establecimiento de cultivos primarios de fibroblastos gingivales.

——

—
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Esquema 2. Metodologia para subcultivo y criopreservacion.
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12. Materiales y métodos

12.1 Materiales
Para lograr el éxito del proyecto fue necesario tener un control estricto y minucioso de los

materiales, equipos e insumos a utilizar entre los cuales se contemplaron: Equipo: campana de
flujo laminar horizontal (Lumistell™ LH-120, Celaya, Guanajuato, México), microscopio (Leica
AxioCamp MRc, Wetzlar, Alemania), centrifugadora (Beckman®, J2-MC, Indianapélis, EUA)
incubadora (Binder®, Tuttlingen, Alemania), ultracongelador (Thermo Scientific®, Rochester, NY,
EUA), Camara de Neubaber (Boeco®, Alemania), espectrofotometro (Thermo Sientific®,

Finlandia).

12.2 Muestra:
Muestras de tejido gingival obtenidos de biopsias de las odontectomias quirargicas de terceros

molares inferiores, (n=10).

12.3 Instrumental
Bisturies no. 20, pinzas de diseccion, micropipetas (Thermo Scientific®, Rochester, NY, EUA),

frascos de cultivo Falcon® 12.5 cm? (Becton, Dickinson Labware, NJ, EUA), cajas Petri de 10-cm?
y 6-cm? (Thermo Scientific Rochester, NY, EUA).

12.4 Insumos
Buffer de fosfato (PBS, pH 7.4), suero fetal bovino (SFB) (Gibco® by Life Technologies

corporation, Gran Island, NY, EUA) al 10% y 20%, Tripsina al 0,05% (Gibco® by Life Technologies
corporation, Gran Island, NY, EUA), Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco® by Life
Technologies corporation, Gran Island, NY, EUA), Penicilina/estreptomicina 10,000 Ul/mL y 10,000
pg/mL (Gibco® by Life Technologies corporation, Gran Island, NY, EUA), dimetilsulféxido (DMSO,
J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, EUA).

12.5 Autorizacion
El protocolo fue evaluado por el Comité de Bioética de la Escuela Nacional de Estudios Superiores

(ENES) Unidad Ledén, UNAM. Los pacientes que participaron en el estudio autorizaron previo
consentimiento informado (Anexo 1), la donacidon de biopsias de tejido gingival tras haber

realizado odontectomias quirdrgicas de terceros molares inferiores.
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12.6 Implicaciones Bioéticas
El proceso de obtencion de las muestras se llevd a cabo previo el consentimiento informado

aprobado por la Comisién de Bioética y Seguridad de la ENES Unidad Leon, entregado a cada
paciente previo a cada intervencién en el que se explicaron de manera clara, breve y concisa los

propésitos de la investigacion.

Dicho consentimiento se realiz6 en concordancia con la version revisada de la declaracion de
Helsinki (2008) y en estricto apego a las Leyes y reglamentos vigentes e n nuestro pais
promulgados en el Reglamento de la Ley general de salud en materia de control sanitario de la
disposicion de drganos, tejidos y cadaveres humanos (1984) y La ley general de salud en materia

de investigacion para la salud (1984).

Teniendo como ejes rectores el respeto a cada individuo que desee participar en el proyecto asi
como la proteccién a la integridad fisica y psicoldgica de los pacientes, la confidencialidad de los
datos proporcionados y el uso adecuado de las muestras obtenidas para fines de investigacion y

docencia.

De acuerdo al reglamento de la ley general de salud y al Titulo Segundo: De los aspectos éticos de
la Investigacién en Seres Humanos, Articulo 13, en toda investigacion en la que el ser humano sea
sujeto de estudio, deberan prevalecer el criterio del respeto a su dignidad y la proteccién de sus
derechos y bienestar; para esta investigacién prevalecerd lo antes mencionado de los pacientes
que aceptaron donar sus dientes y tejidos orales. El Articulo 16: En las investigaciones en seres
humanos se protegera la privacidad del individuo sujeto de investigacion, identificandolo sélo
cuando los resultados lo requieran y éste lo autorice. Articulo 17: Se considera como riesgo de la
investigacién a la probabilidad de que el sujeto de investigacién sufra algin dafio como
consecuencia inmediata o tardia del estudio. Categoria II: Il. Investigacién con riesgo minimo:
Estudios prospectivos que emplean el riesgo de datos a través de procedimientos comunes en
examenes fisicos o0 psicoldgicos de diagnésticos o tratamiento rutinarios, entre los que se
consideran: pesar al sujeto, pruebas de agudeza auditiva; coleccion de excretas y secreciones
externas, coleccién de liquido amni6tico al romperse las membranas, obtencion de saliva, dientes
deciduales y dientes permanentes extraidos por indicaciéon terapéutica, placa dental y calculos
removidos por procedimiento profilacticos no invasores, corte de pelo y ufias sin causar
desfiguracion, extraccion de sangre por puncidn venosa en adultos en buen estado de salud,
ejercicio moderado en voluntarios sanos, pruebas psicolégicas a individuos o grupos en los que no
se manipulard la conducta del sujeto, investigacién con medicamentos de uso comun, amplio
margen terapéutico, autorizados para su venta, empleando las indicaciones, dosis y vias de
administracion establecidas y que no sean los medicamentos de investigacion que se definen en el

articulo 65 de este Reglamento, entre otros.
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Para esta investigacion, nos basamos en los aspectos bioéticos antes mencionados ya que la

investigacién se clasifica dentro de un riesgo minimo para el paciente.
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13. Desarrollo de la metodologia

13.1 Obtencién de muestras
Se obtuvieron 10 muestras de biopsias de tejido gingival (encia) de pacientes sanos, entre 18 y 30

afios, intervenidos en odontectomias quirdrgicas de terceros molares inferiores no erupcionados en
la clinica de cirugia bucal, de la Escuela Nacional de Estudios Superiores, UNAM unidad Leon. Las
muestras se tomaron de aproximadamente 0.5 cm?, obtenidas de la misma incisién que se utiliza
para la odontectomias quirargicas de terceros molares y la sinéresis que se realizara de la misma
manera de acuerdo al protocolo quirargico. Todos los pacientes dieron su conformidad sobre la

naturaleza del estudio.

Las muestras se tomaron con pinzas Kelly, para su posterior colocacion en el medio de trasporte
con PBS (pH 7.4) adicionado con 1% antibidtico (Gibco®, Grand Island, NY, EU de
Penicilina/Estreptomicina 10,000 Ul/mL y 10,000 pg/mL), manteniendo una temperatura de 4 °C.

13.2 Almacenamiento y tratamiento de las muestras
Las muestras depositadas en el medio de transporte se llevaron al Laboratorio de Investigacion

Interdisciplinaria; Area de Nanoestructuras y Biomateriales, con el menor retardo posible; el
procedimiento se realizé en condiciones de esterilidad, dentro de la campana de flujo laminar
(LumistelIMR LH-120, Celaya, Guanajuato, México), se inicié con tres lavados vigorosos con PBS
durante un minuto, con el fin de eliminar restos de células hematopoyéticas o células adiposas.

(Diagrama 1)
Diagrama 1. Procesamiento de lavado de muestras

Figura. 8 Muestra en
PBS+1%antibiotico.

Fuente: Directa

Figura. 9 Carro de lavado con Figura. 10 Lavado triple con
PBS. Fuente: Directa PBS. Fuente: Directa
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13.3 Cultivo celular primario
Para el aislamiento y cultivo de fibroblastos humanos gingivales (HGF) se procesaron por dos

métodos: una disgregacion enzimética del epitelio (n=5) y la utilizaciéon de explantes (n=5). Para el
caso de la disgregacion enzimatica, con hoja de bisturi no. 20 se realizaron explantes de 1x1 mm?®
aproximadamente, y se depositaron en tubos falcon de 15 mL a los cuales se les agregé 1 mL
tripsina al 0.05%(Gibco®, Grand Island,NY,USA), y se incubaron a 37 °C con 5% de CO, durante
60 minutos con agitacion en Vortex (micro-centrifuge Il MC-110, The Griffin Group INC, Sylvania
Ohio, EUA) cada 20 minutos durante 1 min. En cuanto a la técnica de explantes, se colocé la
muestra en una caja Petri estéril de 60x15 mm?®, donde se realizaron explantes de 1x1 mm?,
aproximadamente con una hoja de bisturi No. 20, los cuales fueron fijados cuidadosamente al

fondo del plato.

Para ambas técnicas, los tejidos se inocularon en medio de cultivo DMEM (Gibco®), adicionado
con 20% de suero fetal bovino (FBS, Gibco®), sin activacion de calor, 2% de antibiético (10,000
Ul/mL penicilina y 10,000 pM/mL estreptomicina (Gibco®) y 1% de Glutamax (Gibco® by Life
Technologies corporation, Gran Island, NY, EUA) en platos de cultivo de 6 cm? (Thermo Fisher
Scienfitic, Rochester, NY; EUA) y se incubaron a 37 °C con 5% de CO, y una atmdsfera de 95%

de humedad (Diagrama 2).

El plato se dejo incubar, durante 5 dias, posterior a este periodo se realizo la visualizacion de la
migracion de células adheridas sobre la caja Petri y, se procedié a reemplazar el medio inicial por
un volumen igual de medio fresco, presentando especial cuidado en no desalojar los explantes. El
medio de cultivo fue cambiado a la semana del cultivo y después 2 veces por semana. Cuando las
células proliferaron en la totalidad de la superficie de la placa, de aproximadamente el 80%, se

consider6 que ya estaba formada la monocapa de células.
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Diagrama 2. Secuencia de cultivo

—) —)

Figura. 12 Agitacion con vortex Figura. 13 explantes

Figura. 11 Explante de tejido 10 segundos  Fuente: Directa con Tripsina-EDTA
gingival. Fuente: Directa Fuente: Directa

Figura. 14 Incubacion

Figura. 15 cultivo primario de Fuente: Directa

HGF. Fuente: Directa
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13.4 Subcultivo celular
Con el fin de evitar la muerte celular por sobrepoblacion, fue necesario realizar subcultivos o

pasajes celulares, por lo cual se removieron todos los explantes con la bomba de vacio, se realizo
triple lavado con PBS y se afiadi6 0.5 mL de Trpsina- EDTA (Gibco® by Life Technologies
corporation, Gran Island, NY, EUA). Posteriormente, se realizaron desplazamientos manuales
durante 20 segundos para asegurar que toda la superficie del plato fuera expuesta a la solucién y
con ello asegurar un mejor desprendimiento celular, se llevé a la incubadora por un periodo de 5

minutos a 37 °C.

Se retiraron los platos de la incubadora para observar el desprendimiento bajo el microscopio, se
observo la presencia redondeada y altamente refractante de los cuerpos celulares flotando en la

solucién de Tripsina-EDTA (Gibco® by Life Technologies corporation, Gran Island, NY, EUA).

Dependiendo de la confluencia celular se determind la viabilidad de realizar subcultivos en relacion
1:3, para lo cual se realizé un pipeteado con la finalidad de conseguir una resuspension y arrastre
de la mayor cantidad de células para ser depositadas en los platos estériles nuevos, donde fueron
inoculadas en razones de 1 o 0.5 mL en funcién de los platos a subcultivar, a los cuales se les
afiadié 6-10 mL de medio de cultivo. Los platos fueron colocados de nuevo en la incubadora bajo

las mismas condiciones iniciales que los cultivos primarios.

Figura 16. Remocion de medio con Figura 17. Lavado triple con
bomba de vacio. Fuente: Directa PBS. Fuente: Directa
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Figura 18. Colocacion de Tripsina con
EDTA 1mL Fuente: Directa

Figura 20. Desprendimiento celular, visto
en Microscopio. Fuente: Directa

Figura 22. Colocacion de células en
nuevos platos. Fuente: Directa.

Figura 19. Incubacion.
Fuente: Directa

Figura 22. Desprendimiento celular.
Fuente: Directa

Figura 23. Adicion de medio de cultivo
DMEM. Fuente: Directa.
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13.5 Recuento celular y comparacién de medio de cultivo
El conteo celular es un procedimiento en del cual se calcula la cantidad de células contenidas en

un volumen determinado. Se utiliz6 como método de recuento celular la cAmara de Neubauer
(Figura. 24 es una pequefia placa de vidrio que tiene grabada una cuadricula en su parte central.
Figura. 25), con el objetivo de 10 aumentos, que efectla el recuento de las células en un area de 1
mm?, permitiendo realizar el conteo celular utilizando los 4 cuadrantes laterales de la camara. Se
utilizaron medios de cultivo DMEM o a-MEM adicionados con el 10% de SFB, 2% de antibiético y
1% de Glutamax. El nimero de células por mililitro de suspension permitié calcular el nimero de
células totales en un rango de tiempo de las 0-96 horas de dos muestras de un total de dos

experimentos independiente.

Figura.24  Hematocitometro para conteo celular. Figura. 25 Parte central del

Fuente directa Hematocitometro. Fuente directa

40



Cultivo de fibroblastos gingivales humanos, ENES-Le6n, UNAM

13.6 Criopreservacion celular
Las células fueron lavadas tres veces con solucion buffer de fosfatos (PBS, 5 mL) y se agreg6 1

mL de tripsina 0.05% de tripsina-0.025% EDTA y se incubaron durante 5 min a 37 °C; se comprobd
el desprendimiento con microscopio observando a las células circulando libremente en la caja de
cultivo. Se retiré la caja de la incubadora y se colocé sobre hielo. Se agregé 1 mL de DMEM+10%
SFB frio (4 °C), se pipeted y se resuspendié el medio. El contenido celular con el medio se
trasporté a tubos Eppendorf de 1.5 mL se agregé 1 mL de DMEM que contenia los fibroblastos en
el tubo. Las células fueron centrifugadas durante 5 minutos a 2200 rpm a 4 °C y se retir6 el medio
por decantacién o aspiracion con bomba de vacio. Se agregé 1 mL solucién criopreservadora
DMEM+10% de SFB +15% Dimetil sulféxido (DMSO, J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, EUA) y se
resuspendioé usando la micropipeta. Los tubos fueron almacenados en hielo durante 30 minutos a
4 °C, 1 hora a -20 °C y fueron almacenados a -80 °C en el ultracongelador para su disposicion en

stock.

Figura 27. Centrifugadora.

Figura 26. Células preparadas a
Fuente: Directa

centrifugar. Fuente: Directa

Figura 28 Dimetilsulfoxido.
Fuente: Directa
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14. Andlisis y representacion de los datos
Se calculd la media, desviacién estandar y porcentajes. Los datos obtenidos fueron analizados con

pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk, con una prueba de t-student y t-student pareada para
comparar los tiempos de incubacion de la proliferacion celular. La significancia estadistica fue
fijada con un valor de 0,05 y un coeficiente confiabilidad del 95%. Los datos fueron representados

con graficas de poligono de frecuencias.
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CAPITULO 4
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15. Resultados

Aislamiento y crecimiento celular. Las células obtenidas a partir de biopsias de tejido gingival,
obtenidos de odontectomias quirdrgicas de terceros molares inferiores no erupcionados mostraron
un crecimiento general rapido con el método de disgregacién enzimatica, sin influir el diametro del

plato de Petri.

Bajo el microscopio Optico, se observaron células extendiéndose desde la superficie de los
explantes de tejido gingival, observandose resultados a los 5 dias (Figura 29), células dispersas
adheridas al fondo del plato, con caracteristicas morfolégicas compatibles con fibroblastos, células

con apariencia fusiforme, finas prolongaciones, nucleo Unico o doble oval cerrado.

A los 15 dias de iniciado el cultivo, se observaron conexiones a través de las prolongaciones
citoplasmaticas de la superficie celular, asi como una disposicién paralela de las células, lo que fue

indicativo de los multiples contactos intercelulares existentes (Figura 30).

A los 21 dias se alcanz6 un crecimiento celular, una alta confluencia y direccion celular
unidireccional y un cambio en la morfologia de dichas células; adquiriendo una forma més alargada
y con disminucién de prolongaciones citoplasmaticas, debido a la confluencia observada del 80-
90% del plato (Figura 31).

De las 10 muestras que se tomaron, la técnica de disgregacion enzimatica con Tripsina-EDTA
mostré mejores resultados con un éxito del 60%, contrastando notablemente a la técnica de
explantes con un éxito del 40%. Para el establecimiento de los cultivos primarios utilizando el

mismo medio para ambos casos (DMEM).

Con los resultados de este de protocolo se confirmé que es adecuado lograr la estandarizacion
para el aislamiento de fibroblastos gingivales humanos, obtenidos de biopsias de tejido gingival de

cirugias de terceros molares.

Al comparar la proliferacion celular con los medios a-MEM y DMEM no se muestra una diferencia
estadisticamente significativa (p>0.05). Mientras que el crecimiento celular exponencial a través del

tiempo muestra significativamente un crecimiento celular en ambos medios. (Tabla 1 y Gréfica 1)
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Cultivo de fibroblastos

Figura 29. Extension de fibroblastos a
partir del explante a los 5 dias.

Fuente: Directa.

Figura 30. Fibroblastos a los 15

dias. Fuente: Directa.

Figura 31. Fibroblastos a los 21 dias.

Fuente: Directa.
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Grafica 1.Creciemiento exponencial de fibroblastos gingivales humanos,

comparando medios de cultivo a-MEM y DMEM. Fuente: Directa.

Tabla 1
P

Tiempo DMEM a-MEM valor
0 55.25 +4.03 27+14.49 0.58
24 56+25.25 49.5+ 3.10 0.64
48 83.25+64.82 100+44.49*  0.68
72 135.7469.93 184+31.27*  0.27
96 235+ 34.65** 218+48.74**  0.59

[ *p<0.05, **p<0.01. Fuente: Directa. ]




Cultivo de fibroblastos gingivales humanos, ENES-Le6n, UNAM

16. Discusion

En el presente trabajo se evalué la posibilidad de que las células de fibroblastos gingivales
humanos, puedan ser cultivadas y mantenidas, cumpliendo con un protocolo ya establecido.”” El
establecimiento de una linea celular, no es sencillo. De acuerdo con otros estudios, se ha buscado
tener las condiciones ideales para aislar y mantener in vitro dichas células. Bonvicino y cols.
mencionan que el uso de cultivos de fibroblastos gingivales in vitro es factible, debido al hecho de
que estas células exhiben morfologia y distribucién espacial similar al sistema in vivo.** Acosta y
cols. hablan sobre las propiedades de los fibroblastos gingivales.”®> Somerman y cols. sefialan que
los pacientes deben cepillar bien sus dientes y utilizar solucién salina estéril, en nuestro estudio

utilizamos enjuague de clorhexidina al 0.02%, reduciendo el riesgo de contaminacion.®

Por otro lado, Kedjarune y cols. usaron el cultivo celular con explantes adheridos a la caja de
Pretri®, en nuestro estudio esta técnica de cultivo no tuvo tanto éxito como lo fue con el uso de
disgregacion enzimatica con tripsina. Gonzalez y cols. mencionan el uso de Tripsina con EDTA
bajo agitacién suave, lo cual nos proporciono excelentes resultados a nuestro trabajo.30 Soydan y
cols. mencionan que el medio de cultivo debe llevar 10% de SFB inactivandolo con calor, de
acuerdo a nuestro trabajo hubo mejores resultados utilizando SFB al 20% sin inactivacion por

3.3 Todos los autores consultados coinciden con el uso de medio de cultivo DMEM

calor.
adicionado con 10% de SFB, 1% de Glutamina y 1% de Antibiético (anfotericina/penicilina), dando
éxito a nuestro proyecto. En relacion a estudios previos, la proliferacion celular desde los explantes

va de 6 a 10 dias de incubacién. #263*

Al mismo tiempo del cultivo de fibroblastos se llevé a cabo
cultivo celular de osteoblastos, siguiendo la misma metodologia se encontré que el tiempo de

proliferacion fue de 7 dias, para que esto se lograra, el plato debia estar inalterado.

Como se menciond en la hipétesis, la técnica de cultivo para fibroblastos gingivales es la
disgregacion enzimatica, la cual mostr6 mejores resultados en la adhesion, crecimiento y

proliferacion celular, en comparacion con la técnica de explantes.

Algunos de los limitantes que se presentaron en torno a la investigacion, fueron la contaminacion
de algunos medios de cultivo, porque no tuvieron éxito alguno (dos platos de cultivo). Esto provoco
gue se volviera a repetir hasta lograr la cuota de 10 muestras, 5 para cada grupo, lo cual retras6

ligeramente, el cronograma de actividades.

El paso a seguir para futuras investigaciones es el de caracterizar el fenotipo de los HGF con
marcadores especificos positivos para vimentina y CD14. Esto con el objetivo de tener en stock

células par futuras investigaciones.
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17. Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio, es factible desarrollar el aislamiento
y cultivo primario de células fibroblastos gingivales humanos en la Escuela Nacional de Estudios
Superiores, UNAM Unidad Leon.

Los explantes cultivados tuvieron un éxito de 60% con disgregacion enzimatica y 40% de éxito con

explantes.

Al elaborar el estudio de viabilidad y proliferacion celular entre los medios de cultivo DMEM y a-
MEM, demostramos que ambos medios tienen el mismo éxito en cuanto a la proliferacién y
viabilidad celular.

La confluencia celular de todos los cultivos logrados oscilo entre el 80-90% de la totalidad del plato.

La criopreservacién y almacenamiento celular son posibles realizar en la Escuela Nacional de
Estudios Superiores UNAM Unidad Ledn, si se cumplen los protocolos establecidos, teniendo

resultados positivos tras su descongelacion.

La ingenieria de tejidos es de gran interés en la odontologia, para la regeneraciéon de tejidos
bucales, por lo que el aislamiento, cultivo y almacenamiento de células de fibroblastos gingivales
humanos, en el Laboratorio de Investigacion Interdisciplinaria; Area de Nanoestructuras y
Biomateriales, de la ENES- UNAM Unidad Ledn; representa un gran paso para la implementacion
de nuevas estrategias terapéuticas; a fin de ofrecer a los pacientes una nueva alternativa en la

reconstruccion de tejido perdido o dafiado, especialmente en la mucosa oral.
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Anexo |. Consentimiento informado

Consentimiento Informado

Titulo “Estandarizacion de un método para el cultivo de células osteoblasticas”
Investigador Alumnos: Méndez Vazquez Alejandra Gisela, Paulino Gonzéalez Angel David
Principal

Co-Investigador

Dra. Vilar Pineda Gabriela, Dr. Garcia Contreras René

Lugar

Escuela Nacional de Estudios Superiores, Unidad Ledn; Universidad Nacional Auténoma de México.
Direccidén: Boulevard UNAM No. 2011, Col. Predio el Saucillo y El Potrero CP36969, Leén, Gto.

Introduccién

Antes de aceptar la participacion en este estudio de investigacion, es importante que usted lea y
entienda la siguiente explicacidn sobre el estudio de investigacidén propuesto. Este documento de
consentimiento describe el propésito, procedimientos, beneficios, riesgos, inconformidades y

precauciones del estudio.

Propésito

El propésito de esta investigacion es los tejidos que le seran extraidos puedan ser donados a uno de

los proyectos de investigacion de la Escuela Nacional de Estudios Superiores, UNAM, Unidad Le6n

Poblacién de los

participantes

Para participar en esta investigacién usted tendra que:

- Tener de 18 a 30 afios de edad que acudan a la clinica de cirugia bucal de la
ENES, UNAM.

Paciente
sano — No infectados

- Sin enfermedades sistémicas
- Sin toxicomanias

- Paciente saludable de acuerdo a su historia clinica.

- Firmar este Informe de Consentimiento.

No sera permitido su participacién si usted:

- Tiene alguna enfermedad de tejido 6seo.
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- Tiene céncer.

— Alérgicos a la Penicilina

- Tiene alguna enfermedad cardiovascular diagnosticada.
- Si tiene alguna enfermedad sistémica diagnosticada.

- Estd embarazada o se encuentra bajo lactancia.

Si usted califica, usted sera uno de los participantes que colaborara en este estudio.

Procedimientos
(Aproximadamente
20 minutos)

A usted se le pedira:

Leer y firmar este formulario de Informe de Consentimiento.

Preguntas para determinar si usted califica para participar en este estudio.
Preguntas acerca de su estado actual de salud.

Participar en la toma de muestra de tejido éseo durante el tratamiento de odontectomia quirlrgica de
terceros molares superiores, se administrara anestesia local al paciente, se realizara tratamiento de
odontectomia quirirgica de terceros molares superiores donde se retirara el tejido 6seo como parte
del procedimiento y se conservara en Phosphate-buffered saline (PBS).

Riesgos e
Inconformidades

Se le informa que la toma de muestra de tejido éseo que se retira durante el tratamiento de
odontectomias de terceros molares es considerada una técnica invasiva con riesgo minimo.

Costos

No hay costo por la cual usted participe en este estudio, otro que su tiempo.

Confidencialidad

El presente estudio tiene consideraciones de confidencialidad basado en la ley organica de
proteccion de datos personales 15/1999. Donde solo se accedera al historial clinico por los monitores
del estudio, los miembros del comité de bioética, las autoridades sanitarias.

Participacion
Voluntaria

Su decisidn de participar en este estudio es voluntaria.

Consentimiento

He leido y entendido la informacién en este documento de informe de consentimiento. He tenido la
oportunidad de hacer preguntas y todas las mismas han sido respondidas satisfactoriamente. Yo
voluntariamente acepto participar en este estudio.

Firma del Paciente
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