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RESUMEN
Los fi broblastos son células constituyentes de los tejidos conectivo. 
Los fi broblastos gingivales (FGs), células responsables de la síntesis 
de la matriz extracelular (MEC) en el tejido conectivo gingival, 
participan en la regulación de los procesos de cicatrización y 
de reparación de la encía. Debido a su potencial regenerativo, 
los FGs podrían ser células capaces de contribuir a mejorar los 
procesos de cicatrización, a nivel local y sistémico e, incluso, ser 
utilizadas como un modelo celular útil en la comprensión de los 
aspectos fi siopatológicos de la cavidad oral. El objetivo del presente 
trabajo fue describir el impacto de la concentración del suero fetal 
bovino (SFB), en la supervivencia, el crecimiento y la expresión de 
marcadores celulares en los FGs. Cultivos celulares de FGs fueron 
realizados durante 7 días, utilizando medio de cultivo DMEM 
(Dulbecco’s Modifi ed Eagle’s médium), en ausencia y presencia 
de 10% de SFB. Análisis morfológicos e inmunohistoquímicos de 
la actina, mitocondrias, lisosomas y retículo endoplasmático (RE) 

fueron usados para evaluar el impacto de la concentración del SFB 
sobre los FGs. Los resultados indican que los FGs cultivados en 
presencia de 10% de SFB tuvieron una tasa de crecimiento más 
elevada en comparación con los FGs, cultivados en ausencia de 
SFB. El marcaje de los elementos celulares indica la ausencia de 
alteraciones en las organelas celulares de los FGs, cuando son 
cultivados en ausencia de SFB. En conclusión, los FGs son capaces 
de sobrevivir, proliferar y conservar sus características morfológicas, 
cuando son cultivados en presencia y ausencia de SFB.  

Palabras clave: Medios de cultivo; Proliferación celular; Mitocondrias; 
Lisosomas; Retículo endoplásmico.

ABSTRACT
Fibroblasts are constituent cells of  connective tissues. Gingival 
fibroblasts (GFs), cells responsible for the synthesis of  the 
extracellular matrix (ECM) in the gingival connective tissue, 
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participate in the regulation of  healing and repair processes of  
the gingiva. Due to their regenerative potential, GFs could be cells 
capable of  contributing to improve the healing processes at the local 
and systemic level and even be used as a useful cellular model in 
understanding of  the physiopathological aspects of  the oral cavity. 
The aim of  the present work was to describe the impact of  the 
concentration of  fetal bovine serum (FBS) on the survival, growth 
and expression of  cell markers in GFs. Cell cultures of  GFs were 
performed for 7 days using DMEM culture medium (Dulbecco’s 
Modified Eagle’s medium) in the absence and presence of  10% 
FBS. Morphological and immunohistochemistry analyzes of  actin, 
mitochondria, lysosomes and endoplasmic reticulum (ER) were used 
to evaluate the impact of  FBS concentration on GFs. The results 
indicate that GFs cultured in the presence of  10% FBS had a higher 
growth rate compared to GFs cultured in the absence of  FBS. The 
marking of  the cellular elements indicates the absence of  alterations 
in the cellular organelles of  the GFs when they are cultured in 
the absence of  FBS. In conclusion, GFs are capable to surviving, 
proliferating and conserving their morphological characteristics 
when they are cultured in the presence and absence of  FBS.

Keywords: Culture media; Cell proliferation; Mitochondria; 
Lysosomes; Endoplasmic reticulum.

INTRODUCCIÓN
Los fibroblastos son células constituyentes esenciales de los tejidos 
conectivos. Estas células participan, activamente, en la renovación de 
los componentes de la matriz extracelular (MEC) y están implicadas 
en la homeostasis y reparación tisular (Carrel & Ebeling, 1926). 
Aunque todos los fibroblastos contribuyen, de manera activa, 
en la renovación de la MEC, su potencialidad depende de la 
sensibilidad a señales micro-ambientales específica de cada tejido. 
Esta heterogeneidad, también obedece a su origen embriológico. La 
mayor parte de los fibroblastos derivan del mesodermo, entre ellos, 
los fibroblastos dérmicos, pero otros fibroblastos, se originan de la 
cresta neural (CN), particularmente, los encontrados en estructuras 
cráneofaciales, como los fibroblastos del ligamento periodontal y 
fibroblastos gingivales (Smith et al. 2019; Chai et al. 2000).

Los fibroblastos gingivales (FGs), células mayoritarias del tejido 
conectivo y responsables de la síntesis de los elementos de la 
MEC gingival, han sido objeto de un interés particular en los 
últimos años, dado su potencial regenerativo. Los componentes 
de la MEC, favorecidos por los FGs, hace posible la creación de 
un microambiente que alberga células inflamatorias, vasculares e, 
incluso, las células madre del tejido gingival (Bucur et al. 2018). 
Morfológicamente, los FGs presentan un núcleo redondo y 
voluminoso, su forma es alargada y fusiforme, con proyecciones 
anatómicas hacia otros componentes de la MEC, con quien 
se interrelacionan. Funcionalmente, se ha demostrado que los 
FGs también son esenciales en la regulación de los procesos de 
cicatrización y de reparación del tejido gingival (Simancas-Escorcia 
& Díaz-Caballero, 2019; Boor & Floege, 2012).

En estado activo, los FGs son capaces de proliferar y de generar 
la formación de un tejido de granulación luego de la síntesis de 
citoquinas, que participan en la respuesta inflamatoria del tejido 
gingival. A partir de la formación de este nuevo tejido, los FGs 
pueden recolonizar, migrar y diferenciarse, favoreciendo la síntesis 
de una nueva MEC (Simancas-Escorcia & Díaz-Caballero, 2019). 
Por ello, los FGs autólogos podrían ofrecer un potencial tisular 
prometedor en la reparación de defectos patológicos sistémicos y de 
la cavidad oral; sin embargo, concebir estas células por su capacidad 
reparativa en otros tejidos luego de su trasplantación o, incluso, 
como un modelo in vitro, obliga a enriquecer la comprensión de sus 
aspectos fisiológicos. 

La comprensión funcional de los FGs implica conocer las 
interacciones celulares y funciones que desempeñan las organelas 
celulares, aun cuando estas células son sometidas a condiciones 
particulares de cultivo in vitro (Bartold et al. 2000). Actualmente, 
el desarrollo de modelos de estudio celulares continúa siendo una 
herramienta fundamental en el progreso de conocimientos en el área 
de biología celular. La utilización de medios de cultivos apropiados 
para suplir las necesidades metabólicas y funcionales de las células 
cultivadas son vitales para su supervivencia y proliferación. Un 
elemento esencial de los medios de cultivo es el Suero Fetal Bovino 
(SFB), cuya composición facilita el aporte de proteínas, vitaminas, 
oligoelementos y factores de crecimiento, que contribuyen al 
mantenimiento, el crecimiento y la proliferación celular (Brunner, 
2010).

La variación del SFB puede influir en la morfología, la fisiología 
y las características bioquímicas de las células cultivadas y, en 
consecuencia, afectar el mantenimiento de la homeostasis celular 
(Lynn & Arthur, 1984). Es probable que los FGs, así como cualquier 
otro tipo de célula, puedan sufrir la pérdida de sus características 
morfo-funcionales, cuando algunos de los elementos esenciales, para 
su cultivo in vitro, sean modificados (Odioso et al. 1995); sin embargo, 
se desconoce si estos cambios relacionados con la variación de los 
componentes del medio de cultivo celular, particularmente el SFB, 
tengan un impacto sobre las organelas, esenciales en la homeostasis 
celular (Ballabio et al. 2020). Por lo tanto, resulta menester conocer 
si la modificación en la concentración del SFB afectará el aspecto 
morfológico y funcional de los FGs cultivados in vitro, incluyendo 
las organelas celulares, como el retículo endoplasmático (RE), las 
mitocondrias y los lisosomas.

Considerando los aspectos descritos, el presente trabajo tuvo como 
objetivo estandarizar un protocolo de cultivo celular de fibroblastos 
gingivales humanos, considerando diferentes concentraciones del 
suero fetal bovino, como elemento esencial, en el medio de cultivo 
celular y describir su impacto en la supervivencia, el crecimiento y la 
expresión de diferentes marcadores de estructura de las principales 
organelas celulares, implicadas en la homeostasis celular. 

MATERIALES Y MÉTODOS
Estudio de tipo descriptivo, que comprendió el análisis morfológico 
e inmunohistoquímico de fibroblastos gingivales in vitro. 
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Cultivo celular. Los fibroblastos gingivales fueron cultivados a 
partir de biopsias provenientes de tres (3) donantes, clínicamente 
sanos, sometidos exodoncia, por razones ortodónticas. Una biopsia 
de tejido gingival fue tomada en la zona de premolares y, en 
seguida, lavada en una solución de solución salina tamponada con 
fosfato (PBS 1X, Gibco™), suplementada con 1% de penicilina-
estreptomicina (10,000U/mL) (Gibco™). El tejido biológico fue 
segmentado en explantes de 1-2mm3 y, posteriormente, cultivados 
en frascos de 25cm2, con un medio de cultivo, compuesto por 
DMEM (dulbecco modified Eagles minimal essential medium) 
(1X) con GlutaMAX™ (Gibco™), 20% de Suero Fetal Bovino-
SFB (Gibco™), 1% de penicilina-estreptomicina (10,000U/mL) 
(Gibco™), 0,5 de Anfotericina B (Gibco™) y 50µm/mL de ácido 
ascórbico (Gibco™). Incubados a 37°C, en una atmosfera húmeda 
con 5% de CO2. 

A una confluencia de 70-80%, la disgregación celular fue realizada 
con Trysina EDTA, Gibco™ y cultivadas en frascos de 25cm2, en 
dos medios de cultivo: Medio de cultivo 1, compuesto de DMEM 
(1X) con GlutaMAX™ (Gibco™), 10% de Suero Fetal Bovino-
SFB (Gibco™), 1% de penicilina-estreptomicina (10,000U/mL) 
(Gibco™), 0,5% de Anfotericina B (Gibco™) (DMEM + SFB 
10%) y el Medio de cultivo 2 compuesto de DMEM (1X) con 
GlutaMAX™ (Gibco™), ausencia de SFB, 1% de penicilina-
estreptomicina (10,000U/mL) (Gibco™), 0,5% de Anfotericina B 
(Gibco™) (DMEM + SFB 0%). Ambos medios de cultivo fueron 
reemplazados dos veces por semana hasta la obtención de una 
confluencia de, aproximadamente, 90%. Una vez alcanzado este 
porcentaje y manteniendo las mismas condiciones de cultivo, los 
FGs de cada paciente fueron replicados (pasaje 2) y distribuidos 
en dos placas, con el propósito de realizar el posterior análisis 
morfológico e inmunohistoquímico. 

Análisis Morfológico: La morfología celular fue observada a lo largo 
de la proliferación por medio del microscopio invertido Axio Vert 
(Zeiss), con contraste de fase. En paralelo, una contra-coloración 
nuclear, con el marcador de ácido nucleico Hoechst 33342 (Thermo 
Fisher Scientific); en las dos condiciones de cultivo celular permitió 
constatar la viabilidad de las células fibroblásticas, a lo largo de la 
experimentación.

Inmunohistoquímica: Luego de una semana de cultivo, las células 
destinadas a la detección inmunológica se fijaron, mediante la 
utilización de una solución de PBS1X (Gibco™), que contenía 
4% de paraformaldehído (Sigma-Aldrich®) – 5% sacarosa (Sigma-
Aldrich®) durante 15 minutos. Posteriormente, las células fueron 
permeabilizadas utilizando 0,5% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich®) 
y, seguidamente, incubadas durante 20 minutos en PBS1X, que 
contenía 1% de BSA (Sigma-Aldrich®) / 1% de glicina (Sigma-
Aldrich®), a temperatura ambiente. Luego, las células estuvieron 
en contacto con los anticuerpos primarios a 4°C, durante toda la 
noche. A continuación, las células se incubaron con los anticuerpos 
secundarios apropiados durante 2h, a temperatura ambiente. Los 
núcleos celulares fueron coloreados con DAPI (Life Technologies 
Corporation), finalizando con el montaje, mediante la solución 
Immu-MountTM (Thermo Scientific). 

Los anticuerpos primarios utilizados fueron: anti-TOMM20 (Rabbit 
/ IgG polyclonal antibody, dilución 1:400, PA5-52843, Thermo 
Fisher Scientific), para la inmunolocalización de mitocondrias, 
específicamente, la subunidad 20 de la traslocasa de la membrana 
externa (TOMM20); anti-LAMP1 (Rabbit / IgG polyclonal antibody, 
dilución 1:400, PA5-95849, Thermo Fisher Scientific), para la 
identificación los lisosomas, puntualmente la proteína de membrana 
asociada a lisosoma-1 (LAMP1) y, anti-calnexin (Rabbit / IgG 
polyclonal antibody, dilución 1:200, C4731, Sigma-Aldrich®), 
para la inmunodetención del retículo endoplasmático, a través 
de la proteína de membrana integral de tipo 1 (calnexina). El 
anticuerpo secundario empleado para los tres anticuerpos primarios 
fue Alexa Fluor 488 donkey anti-conejo (1:400 Life Technologies 
Corporation). La coloración mediante la faloidina fue realizada 
después de la incubación del segundo anticuerpo, utilizando Alexa 
FluorTM 594 Phalloidin (Thermo Fisher Scientific), durante 15 
minutos, de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. 
Todas las coloraciones fueron observadas en el microscopio Leica 
DM2500 LED. 

Declaración sobre aspectos éticos. Para su ejecución, esta 
investigación tuvo en cuenta las normas éticas establecidas en la 
declaración de Helsinki y previa lectura, aprobación y firma del 
consentimiento informado, por parte de los participantes. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Este trabajo realizó la estandarización de las condiciones necesarias 
requeridas para el cultivo celular de fibroblastos gingivales humanos. 
Dentro de estas condiciones, se tuvo en cuenta un elemento vital que 
participa a la supervivencia, el crecimiento y la proliferación de las 
células cultivadas in vitro, como es la adición al medio de cultivo del 
SFB. Los fibroblastos gingivales humanos cultivados en presencia 
de SFB, a una concentración de 10% y su ausencia, mostraron 
una supervivencia a lo largo 7 días de cultivo. La observación 
microscópica permitió constatar FGs el aspecto fusiforme, núcleos 
redondos y voluminosos, indicando la supervivencia y viabilidad de 
estas células, durante el tiempo de cultivo (Figura 1A-F).

En ausencia de SFB (DMEM + SFB 0%) y en presencia de SFB, a 
una concentración de 10% (DMEM + SFB 10%), los fibroblastos 
gingivales alcanzaron tasas de confluencia diferenciales, al final de 
una semana. Los FGs en contacto con la condición del medio de 
cultivo 1 (DMEM + SFB 10%), obtuvieron una confluencia de, 
aproximadamente, 20-30%, a las 24 horas; de 80-90%, en 4 días 
y, finalmente, 100%, en los 7 días de cultivo (Figura 2A, B, C). El 
seguimiento de las células fibroblásticas sumidas con la condición 
del medio de cultivo 2 (DMEM + SFB 0%), permitió observar una 
confluencia estimada de alrededor del 20%, a las 24 horas; 40-50%, 
en 4 días y del 60-70%, a los 7 días, después de iniciado su cultivo 
(Figura 2D, E, F). 

Citoesqueleto y organelas celulares: La expresión de la actina, 
elemento fundamental en la arquitectura del citoesqueleto y 
del movimiento celular, fue inmunodetectado, por medio de la 
faloidina. Una detención positiva de la actina presente en los FGs 
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Figura 1. Microfotografías de la contra-coloración nuclear con Hoechst 33342, de los fibroblastos gingivales, cultivados con la condición 
de cultivo 1 (DMEM+SFB 10%) (a, b, c) y la condición de cultivo 2 (DMEM+SFB 0%), (d, e, f) durante 24 horas, 4 y 7 días. SFB: Suero 
Fetal Bovino. Barra blanca: 200µm.
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Figura 2. Microfotografías muestran la migración y la confluencia de los fibroblastos gingivales en contacto con la condición de cultivo 
1 (DMEM+SFB 10%) (a, b, c) y la condición de cultivo 2 (DMEM+SFB 0%) (d, e, f), posterior a 24 horas, 3 y 7 días de cultivo celular. 
SFB: Suero Fetal Bovino. Barra blanca: 1000µm.
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fue constatada en las dos condiciones de cultivo celular, llevadas 
a cabo en el presente estudio, junto al marcaje inmunológico de 
las mitocondrias, los lisosomas y RE. El inmunomarcaje con 
TOMM20 permitió constatar la presencia de las mitocondrias en 
los fibroblastos gingivales (Figura 3). La expresión de TOMM20 
fue mayor en las células en contacto con la condición de cultivo 
1 (DMEM + SFB 10%) (Figura 3B); sin embargo, el marcaje 
mitocondrial también estuvo presente en las células cultivadas con 
la condición de cultivo 2 (DMEM + SFB 0%) (Figura 3E).

De manera similar, los resultados indican que en la monocapa de 
células fibroblásticas gingivales cultivadas en el medio de cultivo 1 
(DMEM + SFB 10%) y el medio de cultivo 2 (DMEM + SFB 0%), 
tuvieron una expresión de la proteína de membrana asociada a los 
lisosomas-1 (LAMP-1) (Figura 4). Se observó que en la condición de 
cultivo 1, un mayor número de fibroblastos gingivales presentaron 
este marcaje lisosomal (Figura 4B), mientras que en los fibroblastos 
gingivales en contacto con la condición de cultivo 2, el marcaje de 
LAMP-1 estuvo presente, pero solo en ciertas células (Figura 4E). 

Figura 3. Inmunofluorescencia de la actina (en rojo) y las mitocondrias (en verde), de fibroblastos gingivales, a diferentes concentraciones 
de suero fetal bovino. Doble marcaje: actina (faloidina) / mitocondrias (TOMM20), de fibroblastos gingivales, en la condición de cultivo 
1 (a, b, c) y condición de cultivo 2 (d, e, f). Núcleos coloreados con DAPI (azul). Barra blanca: 200µm.
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Figura 4. Inmunomarcaje de la actina (en rojo) y los lisosomas (en verde), en fibroblastos gingivales, en contacto con medio de cultivo 
en presencia y ausencia de suero fetal bovino. Un doble marcaje revela la actina (faloidina) y los lisosomas (LAMP1), de fibroblastos 
gingivales, en la condición de cultivo 1 (a, b, c) y condición de cultivo 2 (d, e, f). Núcleos coloreados con DAPI (azul). Barra blanca: 200µm.

Con el objeto de conocer el impacto del medio de cultivo con 
presencia y/o ausencia del SFB sobre las organelas, también se 
realizó un inmunomarcaje del retículo endoplasmático (Figura 5). El 
inmunomarcaje del RE, llevado a cabo mediante la calnexina, indica 
que la intensidad de su detención fue más importante en los FGs 
cultivados con el medio de cultivo 1 (DMEM + SFB 10%) (Figura 
5B), en comparación con los fibroblastos gingivales en contacto con 
el medio de cultivo 2 (DMEM + SFB 0%) (Figura 5E). 

Estudios precedentes realizados en diferentes tipos celulares en 
presencia o ausencia de suero fetal bovino han permitido constatar 
cómo este componente afecta el rendimiento de los cultivos celulares 
(Gürdal et al. 2018; Farzaneh et al. 2018). El medio de cultivo 
DMEM hace posible el crecimiento celular in vitro, proporcionando 
los nutrientes esenciales requeridos por los fibroblastos gingivales. 
El presente estudio ha demostrado que la utilización de DMEM 
en ausencia de SFB, disminuye la proliferación celular de los 
fibroblastos gingivales. Cuando las células fibroblásticas gingivales 
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Figura 5. Micrografía que muestra el inmunomarcaje de la actina (en rojo) y del retículo endoplasmático (en verde), en fibroblastos 
gingivales, en contacto con medio de cultivo en presencia y ausencia de suero fetal bovino. Un doble marcaje evidencia la actina (faloidina) 
y el retículo endoplasmático (Calnexina), de fibroblastos gingivales, en la condición de cultivo 1 (A, B, C) y condición de cultivo 2 (D, E, 
F). Núcleos coloreados con DAPI (azul). Barra blanca: 200µm.

son cultivadas utilizando DMEM con una concentración de 10% 
de SFB, estas células alcanzaron un grado de confluencia de 100% 
en una semana, en comparación con 60-70% de las células con 
DMEM, en ausencia de SFB. 

Diversas razones pueden justificar por qué la ausencia de SFB 
disminuyó la proliferación de los fibroblastos gingivales en cultivo. 
En primer lugar, DMEM sin SFB pudo haber inducido la muerte o la 
interrupción del ciclo celular de los FGs. En efecto, luego de 24h del 
cultivo celular, un número no cuantificable de células fibroblásticas 
flotantes o totalmente separadas del soporte de cultivo fueron 



Rev. U.D.C.A Act. & Div. Cient. 23(2):e993. Julio-Diciembre, 2020 9

observadas en la condición con el medio de cultivo 2. Si un proceso 
apoptótico fue el responsable de la muerte de los fibroblastos 
gingivales durante las primeras horas de cultivo y la explicación de 
por qué la condición de cultivo 1 (DMEM + SFB 10%) no indujo 
tantas células flotantes, podría ser dilucidado por el hecho que la 
ausencia de SFB afectó la interacción de receptores membranales 
tipo integrinas y, en consecuencia, la producción, la organización y la 
remodelación de los componentes de la MEC. De hecho, la MEC es 
la que aporta la integralidad estructural y un microambiente por las 
células, permitiendo las interacciones celulares de almacenamiento 
y liberación de factores de crecimiento al igual que la transmisión 
de señales mecano-sensoriales (Bucur et al. 2018).

Los filamentos de actina, como parte del citoesqueleto celular, son 
esenciales en la migración, la interacción con las otras células, el 
buen desarrollo de las propiedades mecánicas de la superficie celular 
y la morfogénesis de las organelas celulares (Svitkina, 2018). La 
observación del entramado proteico del citoesqueleto, mediante la 
identificación de la actina, reveló un sistema de filamentos mucho 
más compacto y denso en los fibroblastos gingivales, cultivados 
en presencia del medio de cultivo, con SFB. Aunque en las células 
cultivadas en ausencia SFB fueron positivas al inmunomarcaje con 
la faloidina, se observó que, bajo esta condición de cultivo, muchas 
células son distantes entre sí y carecen de una estructura compacta. 
Este fenómeno, se puede atribuir a la ausencia de integrinas, 
que permiten la mediación de la adhesión celular por medio de 
ligandos, como la fibronectina, laminina, colágeno, vitronectina, 
entre otras. Asimismo, en ausencia de SFB, una carencia de factores 
estabilizadores del pH que, en condiciones normales permiten 
inhibir las proteasas, como la α-antitripsina, podrían ser otra 
causa del aislamiento intercelular observado (Brunner, 2010). En 
consecuencia, la ausencia de las integrinas y la ausencia de inhibición 
de proteasas pudo desencadenar una menor adherencia y migración 
de las células fibroblásticas cultivadas, en ausencia de SFB.

El presente estudio también permitió constatar el efecto del SFB 
sobre las mitocondrias, los lisosomas y el retículo endoplasmático. 
En cuanto a las mitocondrias, se conoce que la supervivencia y la 
proliferación celular es dependiente de la expresión coordinada entre 
el núcleo y estas organelas, que participan en la generación de energía, 
metabolismo de nucleótidos y aminoácidos (Richter et al. 2013). Las 
mitocondrias llevan a cabo la formación de una red dinámica e 
interconectada, incluso, relacionada con otros compartimientos 
celulares, que influyen en la fisiología de un organismo, regulando 
la comunicación entre las células y los tejidos. El presente estudio 
identificó la expresión de las mitocondrias, mediante la traslocasa 
de la membrana externa, subunidad 20 (TOM20), una proteína 
que presenta un dinamismo conformacional y hace parte del 
complejo proteínico de la membrana externa de la mitocondria, 
cuya función es la intervención en el movimiento de proteínas, a 
través de la membrana hacia el interior del espacio intramembranoso 
mitocondrial (Komuro et al. 2013). En las condiciones de cultivo 
1 (DMEM+SFB 10%) y 2 (DMEM+SFB 0%), se constató la 
presencia en los FGs de las mitocondrias, a través de TOMM20. 
Estos resultados muestran que la ausencia del SFB, aunque si bien 
afecta la tasa de crecimiento de las células en cultivo, parece no 

impactar la estructura de mitocondrias y ni, probablemente, la 
función mitocondrial.

Expectantes de conocer si la ausencia de SFB afecta los lisosomas 
y, por ende, las funciones regulatorias de la homeostasis celular 
y la posible degradación de macromoléculas, como lípidos, 
ácidos nucleicos y las proteínas, un inmunomarcaje del principal 
constituyente de la membrana lisosómica, la proteína de membrana 
asociada a lisosoma tipo 1 (LAMP1), fue realizada en el presente 
trabajo. Los resultados revelaron la presencia de los lisosomas en 
ambas condiciones de cultivo testadas. El hecho que el marcaje 
lisosomal fue igual de importante en los fibroblastos gingivales 
cultivados con el medio de cultivo en ausencia de SFB, nos permite 
afirmar que, probablemente, la homeostasis celular y el proceso 
de degradación de macromoléculas se conserva en las células 
fibroblásticas, sometidas a la ausencia de SFB. La detención de 
LAMP1 podría dar indicios que los lisosomas, determinantes en los 
procesos de muerte celular, se encuentran en su estado fisiológico, 
desempeñando un rol activo regulatorio, que favorece la homeostasis 
celular. Estos resultados distancian de la idea que la ausencia de SFB 
puede causar un colapso de los lisosomas que desencadenaría en la 
liberación indiscriminada de enzimas proteolíticas, que inducirían a 
una necrosis, apoptosis o proceso autofágico (Guicciardi et al. 2004).

Otra organela celular identificada en este estudio, por su vital 
importancia y variada funcionalidad celular, fue el retículo 
endoplasmático. El RE, conocido como un sistema de membranas 
que hace posible el mantenimiento de la homeostasis celular, la 
síntesis de proteínas asociadas a la membrana, la corrección del 
plegamiento y la modificación postraduccional de proteínas y 
glicoproteínas, demostró una mayor expresión en los fibroblastos 
gingivales, en contacto con el medio de cultivo 1 (DMEM+SFB 
10%). Aunque la detención del RE, gracias a la calnexina (proteína 
involucrada en el plegamiento y control de calidad de glucoproteínas), 
también estuvo presente en los fibroblastos cultivados con el medio 
de cultivo 2 o en ausencia de SFB. La identificación de la calnexina, 
al igual que TOMM20 y LAMP1, indica que la ausencia de SFB no 
afectaría el funcionamiento de estas organelas celulares, permitiendo 
avalar la utilización de los fibroblastos gingivales, como modelo 
de estudios in vitro, en presencia y/o ausencia de SFB. Diversos 
estudios, donde se desean conservar los aspectos fisiológicos de 
los fibroblastos gingivales, han optado por la utilización de SFB a 
10%, concentración similar a la llevada a cabo en el presente estudio 
(Soares et al. 2018; Ritchhart & Joy, 2018); sin embargo, con el fin de 
utilizar los fibroblastos gingivales, como modelos en el desarrollo de 
diversos procesos patológicos, tales como la mineralización ectópica, 
muchos estudios optan por disminuir o suprimir la presencia de 
SFB (Ritchhart & Joy, 2018; Takeuchi et al. 2017; Basso et al. 2017).

A pesar del número reducido de pacientes incluidos en la presente 
investigación y el empleo exclusivo de análisis descriptivos 
morfológicos e inmunohistoquímicos, los resultados reportados 
indican que los fibroblastos gingivales son células capaces de 
sobrevivir, proliferar y conservar sus características morfológicas, 
cuando son cultivadas en presencia y ausencia de SFB; in embargo, 
es claro que la ausencia de SFB disminuye la proliferación de los FGs 
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cultivados. Futuros trabajos investigativos deberán complementar 
los hallazgos observados aquí y establecer comparaciones con FGs, 
provenientes de pacientes con alteraciones gingivales localizadas 
o sistémicas, incluyendo, aquellas de origen genético. Para ello, la 
identificación y la cuantificación de niveles de expresión génica y 
de proteínas involucradas en la proliferación celular y su regulación 
serán de gran utilidad, para comprender el potencial terapéutico de 
los fibroblastos gingivales.   

Agradecimientos: Al programa Bolívar Gana con Ciencia de 
la Gobernación de Bolívar, Colombia y la Fundación Ceiba, por 
el acompañamiento. Conflictos de intereses: El manuscrito fue 
preparado y revisado con la participación de todos los autores, 
quienes declaramos que no existe ningún conflicto de interés que 
ponga en riesgo la validez de los resultados presentados. 

REFERENCIAS
1.  BALLABIO, A.; BONIFACINO, J. 2020. Lysosomes as 

dynamic regulators of  cell and organismal homeostasis. 
Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. (Reino Unido). 21(2):101-118.

  https://doi.org/10.1038/s41580-019-0185-4

2.  BARTOLD, P.M.; WALSH, L.J.; NARAYANAN, A.S. 2000. 
Molecular and cell biology of  the gingiva. Periodontology. 
(Singapur). 24(1):2855.

  https://doi.org/10.1034/j.1600-0757.2000.2240103.x

3.  BASSO, F.G.; SOARES, D.G.; PANSANI, T.N.; CARDOSO, 
L.M.; SCHEFFEL D.L.; DE SOUZA COSTA, C.A.; 
HEBLING J. 2017. Proliferation, migration, and expression 
of  oral‐mucosal‐healing‐related genes by oral fibroblasts 
receiving low‐level laser therapy after inflammatory 
cytokines challenge. Lasers in Surgery and Medicine 
(Estados Unidos). 48(10):1006-1014.

  https://doi.org/10.1002/lsm.22553

4.  BOOR, P.; FLOEGE, J. 2012. The renal (myo-)fibroblast: 
a heterogeneous group of  cells. Nephrology Dialysis 
Transplantation (Reino Unido). 27(8):3027-3036.

  https://doi.org/10.1093/ndt/gfs296

5.  BRUNNER, D. 2010. Serum-free cell culture: the serum-
free media interactive online database. ALTEX (Suiza). 
27(1):53-62.

  https://doi.org/10.14573/altex.2010.1.53

6.  BUCUR, M.; DINCA, O.; VLADAN, C.; POPP, C.; NICHITA, 
L.; CIOPLEA, M.; STÎNGA, P.; MUSTATEA, P.; ZURAC, 
S.; IONESCU, E. 2018. Variation in expression of  
inflammation-related signaling molecules with profibrotic 
and antifibrotic effects in cutaneous and oral mucosa scars. 
J Immunol Res (Egipto). 2018:5196023.

  https://doi.org/10.1155/2018/5196023 

7.  CARREL, A.; EBELING, A.H. 1926. The fundamental 
properties of  the fibroblast and the macrophage: I. The 
fibroblast. The J. of  Experimental Medicine (Estados 
Unidos). 44(2):261-284.

  https://doi.org/10.1084/jem.44.2.261

8.  CHAI, Y.; JIANG, X.; ITO, Y.; BRINGAS, P.; HAN, J.; 
ROWITCH, D.H.; SORIANO, P.; MCMAHON, A.P.; 
SUCOV, H.M. 2000. Fate of  the mammalian cranial 
neural crest during tooth and mandibular morphogenesis. 
Development (Cambridge). 127(8):1671-1679.

9.  FARZANEH, M.; ZARE, M.; HASSANI, S.-N.; BAHARVAND, 
H. 2018. Effects of  various culture conditions on 
pluripotent stem cell derivation from chick embryos. J. 
Cellular Biochemistry (Estados Unidos). 119(8):6325-6336.

  https://doi.org/10.1002/jcb.26761

10.  GUICCIARDI, M.E.; LEIST, M.; GORES G.J. 2004. 
Lysosomes in cell death. Oncogene. 23(16):2881-2890.

  https://doi.org/10.1038/sj.onc.1207512

11.  GÜRDAL, M.; BARUT, Ö.; BAYSAL, K.; DURAK, İ. 
2018. Comparison of  culture media indicates a role for 
autologous serum in enhancing phenotypic preservation of  
rabbit limbal stem cells in explant culture. Cytotechnology 
(Paises Bajos). 70(2):687-700.

  https://doi.org/10.1007/s10616-017-0171-7

12.  KOMURO, Y.; MIYASHITA, N.; MORI, T.; MUNEYUKI, E.; 
SAITOH, T.; KOHDA, D.; SUGITA, Y. 2013. Energetics 
of  the Presequence-Binding Poses in Mitochondrial Protein 
Import Through Tom20. The J. Physical Chemistry B 

  https://doi.org/10.1021/jp400113e

13.  LYNN, S.; ARTHUR, S. 1984. Changes in serum influence the 
fatty acid composition of  established cell lines. In Vitro 
(Estados Unidos). 20(9):732-738. 

  https://doi.org/10.1007/bf02618879

14.  ODIOSO, L.; DOYLE, M.; QUINN, K.; BARTEL, R.; 
ZIMBER, M.; STEVENS-BURNS, D. 1995. Development 
and characterization of  an in vitro gingival epithelial model. 
J. Periodontal Research (Reino Unido). 30(3):210-219.

  https://doi.org/10.1111/j.1600-0765.1995.tb01276.x

15.  RICHTER, U.; LAHTINEN, T.; MARTTINEN, P.; 
MYÖHÄNEN, M.; GRECO, D.; CANNINO, G.; JACOBS, 
H.; LIETZÉN, N.; NYMAN, T.; BATTERSBY, B. 2013. A 
mitochondrial ribosomal and RNA decay pathway blocks 
cell proliferation. Current Biology (Estados Unidos). 
23(6):535-541.

  https://doi.org/10.1016/j.cub.2013.02.019

(Estados Unidos). 117(10):2864-2871.

http://dx.doi.org/10.1038/s41580-019-0185-4
http://dx.doi.org/10.1034/j.1600-0757.2000.2240103.x
http://dx.doi.org/10.1002/lsm.22553
http://dx.doi.org/10.1093/ndt/gfs296
http://dx.doi.org/10.14573/altex.2010.1.53
http://dx.doi.org/10.1155/2018/5196023
http://dx.doi.org/10.1084/jem.44.2.261
http://dx.doi.org/10.1002/jcb.26761
http://dx.doi.org/10.1038/sj.onc.1207512
http://dx.doi.org/10.1007/s10616-017-0171-7
http://dx.doi.org/10.1021/jp400113e
http://dx.doi.org/10.1007/bf02618879
http://dx.doi.org/10.1111/j.1600-0765.1995.tb01276.x
http://dx.doi.org/10.1016/j.cub.2013.02.019


Rev. U.D.C.A Act. & Div. Cient. 23(2):e993. Julio-Diciembre, 2020 11

16.  RITCHHART, C.; JOY, A. 2018. Reversal of  drug-induced 
gingival overgrowth by UV-mediated apoptosis of  gingival 
fibroblasts — an in vitro study. Annals of  Anatomy - 
Anatomischer Anzeiger (Alemania). 217:7-11.

  https://doi.org/10.1016/j.aanat.2018.01.001

17.  SIMANCAS-ESCORCIA, V.; DÍAZ-CABALLERO, A. 2019. 
Fisiología y usos terapéuticos de los fibroblastos gingivales. 
Odous Científica (Venezuela). 20(1):41-57.

  http://servicio.bc.uc.edu.ve/odontologia/revista/vol20n1/
art05.pdf  

18.  SMITH, P.C.; MARTÍNEZ, C.; MARTÍNEZ, J.; MCCULLOCH, 
C.A. 2019. Role of  fibroblast populations in periodontal 
wound healing and tissue remodeling. Front Physiol (Suiza). 
10:270.

  https://doi.org/10.3389/fphys.2019.00270

19.  SOARES, A.; SCELZA, M.; SPOLADORE, J.; GALLITO, 
M.; OLIVEIRA, F.; MORAES, R.; ALVES, G. 2018. 
Comparison of  primary human gingival fibroblasts 

from an older and a young donor on the evaluation of  
cytotoxicity of  denture adhesives. J. Appl. Oral Sci. (Brasil). 
26:e20160594.

  https://doi.org/10.1590/1678-7757-2016-0594

20.  SVITKINA, T. 2018. The actin cytoskeleton and actin-based 
motility. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology 
(Estados Unidos). 10(1):a018267.

  https://doi.org/10.1101/cshperspect.a018267

21.  TAKEUCHI, R.; MATSUMOTO, H.; ARIKAWA, K.; 
TAGUCHI, C.; NAKAYAMA, R.; NASU, I.; HIRATSUKA, 
K. 2017. Phenytoin‐induced gingival overgrowth caused by 
death receptor pathway malfunction. Oral Diseases (Reino 
Unido). 23(5):653-659.

  https://doi.org/10.1111/odi.12651

http://dx.doi.org/10.1016/j.aanat.2018.01.001
http://dx.doi.org/10.3389/fphys.2019.00270
http://dx.doi.org/10.1590/1678-7757-2016-0594
http://dx.doi.org/10.1101/cshperspect.a018267
http://dx.doi.org/10.1111/odi.12651
http://servicio.bc.uc.edu.ve/odontologia/revista/vol20n1/art05.pdf
http://servicio.bc.uc.edu.ve/odontologia/revista/vol20n1/art05.pdf



