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Aplicacion del método de bloque celular para evaluar la
poblacion de fibroblastos de mucosa oral en ingenieria
tisular
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Resumen

Introduccion: En ingenieria tisular es fundamental evaluar la calidad de los cultivos confirmando el linaje
celular, pureza, actividad biolégica vinculada a proliferacion y capacidad de diferenciacion celular. Existen
varias técnicas para evaluar estos parametros. El bloque celular (BC) es una técnica utilizada en
histopatologia para el estudio de muestras citolégicas. Nuestro objetivo es aplicar la técnica de BC en
cultivo de fibroblastos de mucosa oral para evaluar el linaje y actividad biolégica vinculada a proliferacion
celular.

Metodologia: ElI BC se realizo en fibroblastos del pase IV. Fueron fijados en formalina e incluidos en parafina
para la realizacion de los marcadores inmunohistoquimicos PCNA, Vimentina y la tincién de hematoxilina-
eosina.

Resultados: El método del BC en fibroblastos de mucosa oral permite observar la inmunoreaccién para los
marcadores PCNAy Vimentina.

Discusion: La técnica de BC seguido por inmunohistoquimica confirma el linaje de los fibroblastos y
actividad biolégica vinculada a proliferacion celular.
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Abstract

Introduction: Tissue engineering protocols requires the evaluation of the quality of the cultures by confirm
the cellular lineage, purity of the culture and biological activity associated to cellular proliferation and
cellular differentiation Several techniques has been described to evaluate these parameters. The cell block
(BC), isatechnique used in histopathology for the study of cytological samples. Our objective is to apply the
technique of BC in culture of fibroblasts of human oral mucosa to evaluate the lineage and biological activity
close to cellular proliferation.

Methodology To develop BC, fibroblast from IV passage were used and fixed in formalin and paraffin-
embedded for histological and immunohistochemistry using PCNA, Vimentin markers.

Results: The method of the BC for fibroblasts of oral mucosa allowed us to observe the inmunoreaccion for
the PCNA and Vimentina markers.

Discussion: The technique of BC followed by immunohistochemistry confirms the lineage of the fibroblasts
and biological activity associated to cellular proliferation.
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1. Introduccion

La ingenieria tisular es una emergente area en la
investigacion biomédica, cuyo objetivo es
disefiar constructos tisulares organicos que
puedan ser utilizados para la sustitucion de
tejidos y o6rganos dafiados por lesion y/o
enfermedad(1,2). Con el uso de técnicas de
Ingenieria tisular (IT) investigadores han
desarrollado eficientes constructos de diferentes
6rganos y tejidos para uso terapéutico, como
por ejemplo cérnea (3), piel humana (4), y
mucosa oral (5). En relacién a la mucosa oral, se
han desarrollado diferentes modelos de tejidos
artificiales, que eventualmente podrian ser
utilizados como sustitutos organotipicos para la
reconstruccion de tejidos orales y maxilofaciales
(5, 6, 7). La mucosa oral disefiada por técnicas
de IT debe tener las mismas funciones innatas
que la mucosa oral natural, actuando como una
barrera protectora (8). De ello se deriva la
necesidad de evaluar el linaje celular, la
actividad bioldgica vinculada a proliferacion, la
sintesis de componentes de la matriz
extracelular (MEC) vy la capacidad de
diferenciacion de las células en los constructos
desarrollados por IT, antes de que puedan ser
utilizados clinicamente (7,9). En estos
constructos, los fibroblastos constituyen
elementos fundamentales para la elaboracion
de estroma artificial. Los fibroblastos de mucosa
oral sintetizan prostaglandinas PGE2
estimulando la proliferacion, diferenciacion
epitelial, y son las células encargadas de
sintetizar la MEC estromal (10). Existen
diferentes técnicas para evaluar el linaje y
viabilidad celular en los cultivos, siendo los
métodos estandar la microscopia O6ptica, la
citometria de flujo, la inmunohistoquimica, los
ensayos basados en PCR, la microscopia
electrénica por energia dispersa de rayos X y el
microarrays (5, 11,12). Una estrategia utilizada
rutinariamente en anatomia patolégica para la
evaluacion y archivo de células procedentes de
fluidos patoldgicos, es la elaboracion de un
bloque celular (BC), en que las células en
suspension son fijadas en formalina e incluidas
en parafina (9,13). Posteriormente es posible
realizar técnicas histoquimicas,
inmunohistoquimicas, hibridacién in situ, etc. a
los BC para establecer el diagnostico de una
determinada patologia en base a caracteristicas
nucleares y la utilizacion de marcadores
especificos (13). Por lo tanto esta técnica podria
ser utilizada para confirmar el linaje celular,
actividad bioldgica vinculada a proliferacion
celular, capacidad de diferenciacion celular y
pureza de los cultivos desarrollados por IT.

Poblacion de fibroblastos de mucosa oral

El objetivo de este trabajo es aplicar la técnica
de BC en cultivo de fibroblastos de mucosa
oral humana para confirmar el linaje y la
actividad biolégica vinculada a la
proliferaciéon celular, utilizando los
marcadores inmunohistoquimicos el antigeno
nuclear de proliferacion celular (PCNA) vy
Vimentina.

2. Materiales y métodos

Se utilizaron biopsias de mucosa oral
obtenidas de donantes sanos a través de
cirugia menor bajo anestesia local. El tamafio
promedio de las muestras es de 3x3x2 mm.
Inmediatamente después de la extraccion,
todos los tejidos son mantenidos en medio de
transporte a 4°C (Dulbecco™s modified
Eagle”s médium DMEM; 100 U/ml de
penicilina G, 100 ug/ml de estreptomicina, y
0,25 ug/ml anfotericina B) y procesado en las
siguientes 24 hrs. Las muestras fueron
obtenidas bajo consentimiento informado.

2.1 Cultivo primario de fibroblastos
orales

Las muestras una vez en el laboratorio, se
realizaron dos lavados en buffer fosfato
salino (PBS) y son incubados toda la noche a
37°C en una mezcla de DMEM y 2 mg/ml de
colagenasa l de clostridium H. (Gibco BRL Life
Technologies, Karlsruhe, Alemania). Este
tratamiento enziméatico digiere toda la MEC
del estroma de la mucosa oral, liberando los
fibroblastosinmersos enel.

Una vez que la muestra es digerida, se
separan los componentes del tejido
conectivo incluido los fibroblastos por
centrifugacién, y son depositados en
frascos de cultivo que contienen DMEM
suplementado con antibiéticos (100 U/ml
de penicilina G, 100 ug/ml de
estreptomicina, y 25 ug/ml de anfoterisina
B) y 10% de suero bovino fetal (SBF). Las
células son incubadas a 37°C en 5% de
di6éxido de carbono. ElI medio es cambiado
cada 3 dias, y el subcultivo de las células se ha
llevado a cabo usando solucion de tripsina 0,5
g/1-EDTA 0,2 g/l a 37°C por 10 min. (5, 12).
Los fibroblastos utilizados para la confeccion
del bloque celular corresponden al 1V pase.
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2.2 Bloque celular

Las tripsinizacion es neutralizada con DMEM
suplementado con 10% de SBF. La
concentracion celular se llevo a cabo
centrifugando a 1000 rpm por 10 min, y se
eliminé el sobrenadante. El pellet celular es
resuspendido en DMEM por 15 min. Se
centrifugd a 1000 rpm por 10 min. eliminando
el sobrenadante. EI pellet celular fue
resuspendido y fijado en formalina al 10% en
PBS 0,1 M por 1 hora a temperatura ambiente
(13). Se centrifugd por 10 min y se elimind el
sobrenadante. El pellet fue resuspendido en
agua destilada y centrifugado a 1000 rpm por
10 min. La deshidratacion se realizo
resuspendiendo el pellet en alcoholes
ascendentes hasta 99° por 15 min c/u, con
ciclos de centrifugacion a 1000 rpm por 10 min.
eliminando el sobrenadante. El aclaramiento
se realiz6 en dos cambios de xilol, se centrifugo
a 1000 rpm por 10 min, se elimind el
sobrenadante. El pellet fue incluido en parafina
a 60°C por 30 min. (13) El BC fue cortado a 5
um para la realizacion de hematoxilina-eosina
e inmunohistoquimica.

2.3 Inmunohistoquimica

Las secciones del BC son desparafinadas en xilol
e hidratadas en alcoholes descendentes hasta el
agua destilada. La recuperacion antigénica se
realiz6 con buffer citrato pH 6 a 95°C. Se
bloqued la peréxidasa enddgena con peroxido
de hidrégeno al 3% (v/v) en PBS 0,1 M por 10
min. Cada uno de los pasos sucesivos fue
seguido por lavados en PBS. Todos los pasos
fueron realizados en cAmara humeda, evitando
la desecacion de las secciones. Los sitios
antigénicos inespecificos fueron bloqueados con
Suero de bloqueo (Vectastain Universal Quick
Kit) por 10 minutos a temperatura
ambiente.Las secciones fueron incubadas en los
anticuerpos primarios diluidos en Suero de
Bloqueo (Vectastain Universal Quick Kit) PCNA
1:1000, Vimentina 1:200 (SIGMA-ALDRICH
CHEMIE, Steinheim, Germany) durante 60 min
a temperatura ambiente. Después de
abundantes lavados en PBS, todas las secciones
fueron incubadas en Biotynilated Panspecific
Universal Secundary Antybody (Vectastain
Universal Quick Kit) por 10 min a temperatura
ambiente. Después de abundantes lavados en
PBS las secciones fueron incubadas en complejo
avidina-biotina (Vectastain Universal Quick Kit)
por 5 min. La reaccion de la perodxidasa fue
visualizada con NovaRed Kit (Vector,
Burlingame, CA, USA). ElI contraste fue
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realizado con hematoxilina de Mayer”s (SIGMA-
ALDRICH CHEMIE, Steinheim, Germany). Para
cada reaccion inmunohistoquimica el control
negativo fue incubando las secciones en suero
de bloqueo, omitiendo el anticuerpo primario. El
control positivo externo para ambos
marcadores fuemucosa oral humana.

Las secciones fueronexaminadas en el
microscopio Nikon Eclipse 90i, y las imagenes
fueron capturadas usando la Camara Digital
Nikon DXM 1200c.

3. Resultados

3.1 Analisis morfoldgico

Los fibroblastos en cultivo presentan
aspecto fusiforme, citoplasma abundante y
nucleo central, en la medida que el cultivo se
torna confluente, el citoplasma es mas
escasoy su morfologia mas alargada.

Los fibroblastos del IV pase en las secciones
del BC observados con la tincion de
hematoxilina-eosina pierden las
caracteristicas fusiformes adoptando una
morfologia esférica. Se observan las
caracteristicas nucleares, las cuales varian
de nucleos picnoticos, hipercromaticos,
pleomorfos con la cromatina adosada a la
membrana, y algunos nucléolos
prominentes.

Se observa un citoplasma abundante en la
mayoria de las células. Algunas células
presentan pérdida de la relacion nucleo-
citoplasma, y el nacleo adquiere polaridad
desplazandose a un extremo (figura 1).

3.2 Analisis inmunohistoquimico

La inmunoreaccién para el antigeno nuclear de
proliferacion celular (PCNA) es positiva en un
gran numero de fibroblastos, presentando un
patron nuclear, con una intensidad que varia
entre débil a intenso. (figura 2).

La totalidad de los fibroblastos presentaron
inmunoreaccion positiva para el filamento
intermedio de Vimentina, observandose un
patron citoplasmatico homogéneo, y un patron
moteado algunas células. La inmunoreaccion es
intensa en la mayoria de las células (figura 3).
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Fig 1. Corte histolégico del bloque celular de fibroblastos
de mucosa oral tefiido con HE (40x). Se observan las
caracteristicas nucleares, nucléolos y pleomorfismo
celular. La barra en la esquina inferior izquierda de cada
imagen representa 50 um.
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Fig 2. Inmunohistoquimica para el antigeno nuclear de
proliferacion celular (PCNA) (40x). Se observa la
inmunoreaccion con patrén nuclear caracteristico del
marcador PCNA (color rojo). La barra en la esquina inferior
izquierda de cada imagen representa 50 pm.
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Fig 3. Inmunohistoquimica para el filamento intermedio
Vimentina (40x). Se observa el patron citoplasmatico en
los fibroblastos (color rojo). La barra en la esquina inferior
izquierda de cada imagen representa 50 pm.

Poblacion de fibroblastos de mucosa oral

4. Discusion

Para evaluar el linaje y estado proliferativo de
los cultivos celulares los laboratorios de
investigacion utilizan técnicas morfolégicas y
moleculares complejas.

El BC es una técnica muy utilizada en
citopatologia para la evaluacion de fluidos
corporales con sospecha de wuna lesidon
neoplasica. En estos casos se realiza un
diagnostico presuntivo de la lesién, y se
correlacionan los resultados con los hallazgos
citologicos. La aplicacion de técnicas
histoquimicas, inmunohistoquimicas vy de
hibridacion in situ permiten detectar factores
diagndsticos y pronosticos en estas lesiones,
siendo una ventaja considerable para los
pacientes (13, 14).

La elaboracion de un BC a partir de células
procedente de cultivos, es un método simple y
rapido. Como hemos indicado en la
introduccion, puede ser atil en la evaluaciéon
citologica de los constructos. Aunque la célula
pierde sus contactos focales durante la
tripsinizacion, adoptando una morfologia
esférica, es posible identificar con claridad sus
caracteristicas nucleares con este método.
La principal ventaja de la utilizacién del BC en
ingenieria tisular, radica en que permite la
realizacion de una gran variedad de
marcadores inmunohistoquimicos que se
encuentran disponibles para tejidos fijados en
formalina e incluidos en parafina. Es posible
mejorar la calidad y reproducibilidad de los
resultados automatizando el proceso (9, 14).
La inmunohistoquimica es una técnica
morfolégica que nos permite observar la
localizacion y distribucion de proteinas
especificas en diversos tejidos. Sin embargo,
es una técnica basicamente cualitativa en la
que es posible realizar una estimacion
porcentual de lainmunoreaccion (14).

El marcador PCNA, reconoce un antigeno
nuclear asociado a proliferacion celular (15). La
inmunoreaccion para PCNA fue positiva,
confirmando la actividad biolégica vinculada a
proliferaciéon de los fibroblastos del 1V pase. La
eleccion del IV pase es debido a que otras
estirpes celulares dicho pase es el que posee
mayor grado de viabilidad (7).

El filamento intermedio Vimentina es
considerado un marcador para células
mesenquimaticas, pero no un marcador tipo
celular especifico. La inmunohistoquimica para
Vimentina en los fibroblastos del BC, nos
permite confirmar el origen mesenquimatico
de nuestros cultivos. Si a este hecho se une el
fenotipo fusiforme observado en el cultivo, es
posible establecer que las células son
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compatibles con los fibroblastos.
Clasicamente se recomienda fijar las muestras
60 min. en formol al 10%, para obtener una
fijacion optima de las muestras citologicas
(13). Sin embargo, en el caso de los cultivos
celulares destinados a la confecciobn de un
bloque celular es necesario prolongar este
tiempo, ya que las caracteristicas morfoldgicas
observadas con hematoxilina-eosina, y el
patréon de la inmunoreaccién, denotan
artefactos técnicos, como Vvacuolizacion
citoplasmatica, perdida de polaridad nuclear y
difusion de los antigenos, no otorgando un
patréon homogéneo de inmunoreaccion en la
totalidad de las células.

En conclusion, la aplicacion del BC en muestras
provenientes de cultivos celulares seguidos por
la aplicaciéon de técnicas inmunohistoquimicas
es un método simple, rapido y de bajo coste,
que permite confirmar el linaje celular, la
pureza de los cultivos y estimar la actividad
biolégica vinculada a proliferaciéon celular.
Ademas, la técnica del BC, permite el
almacenamiento de estas muestras por
periodos prolongados de tiempo, en los cuales
se podran aplicar marcadores
inmunohistoquimicos, sondas de hibridacion e
incluso técnicas de extraccion de ADN.
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