facuitad de odontologis

A

maria luisa saleta gomez serna



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



EL METODO DE CULTIVO DE TEJIDOS

EN LA
. INVESTIGACION BIOMEDICA
DE LA

CAVIDAD ORAL

’MQ‘«L@;'\SO 3@‘&‘\‘@ Gsmez Sevna




Piginas
1 X

11
14

21
26

36
48
57
58
61
64
68
79
85
87
89
90
115

INDICE

Dedicatoria y Agradecimientos.
Justificacién del Tema.

Introducciédn.

Consideraciones Generales sobre Histologia de la ~
Mucosa Oral.

Antecedentes Histdricos del Cultivo de Tejidos.

Caracteristicas y necesidades de un Laboratorio de

Cultivo de Tejidos.

L.a Siembra -~ Técnica de Siembra y Cultivo.
Liquidos y Medios Bioldgicos.

Incubacidn de los Cultivos.

Equipo Optico.

Observacién de los Cultivos.

Material y Método.

‘ Resultados.

Discusidn.
Conclusiones.
Resumen.
Ilustraciones.
Pies de Figura.

Bibliografia.



~Justificacidn del Tema:

A lo largo de la exposicion de este trabajo se podrédn apreciar nu-
merosas y variadas razones que justifican sobradamente el haber es-
crito este tipo de Tesis; sin embargo, quiero con respeto y carifio a
mi Facultaa, a mis Maestros y a mis Compaifieros hacer saber algu-
nas de las principalés razones por las cuales me atrevi y me decidi a
escribir este trabajo en la formma que ahora, con entusiasmo les -

ofrezco.

a) Entusiasmada y maravillada por la Metodologla del Cultivo de Teji-
dos y en base a la experiencia que adquirf a 1o largo de varios afios
como colaboradora del Departamento de Cultivo de Tejidos y Mor¥
fologia Experimental del Instituro Nacional de Cardiologia "'Ignacio
Chavez'', senti la necesidad de aplicar la tecnologia y conocimien-

tos a los tejidos de la Cavidad oral.

b) Como estudiante de Odontologia y en atencidn al carifio y vocacién
que siento por mi carrera, busqué, a través del Cultivo de Tejidos,
ampliar el horizonte de la investigacién biomédica de la Odontolo-

gia mediante las posibilidades que prometen la Morfologia Din4-
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mica a través del Cultivo de Tejidos in vitro.

c) E1 deseo , hecho ahora realidad, de contribuir con un trabajo de
investigacién en las dreas de Ciencias bdsicas a la Odontologia ,
como respuesta rectificadora a la critica continua y morddz de que
los Odont6logos somos casi siempre simples trabajadores manua-
les, casi alfareros de la Medicina, al caricaturizar las especiali-
dades deAPros todoncia, Protesis, Ortodoncia, Clinica Integral (a-
malgamas, incrustaciones, etc.), cuando la realidad es comple ta-
mente distinta, ya que durante la carrera y en el plan curricular
recibimos suficiente informacioén y estimulo para incursion\ar en -

las dreas de ciencias bdsicas biomédicas.

d) Por el anhelo de que nuestra querida Facultad de Odontologia de la
Ciudad Universitaria, se cree un Departamento de verdadera Bio-
logia Celular basada en la Morfologfa Dindmica a través del Culti-

vo de Tejidos.

Confio en la benevolencia de quienes deban opinar sobre este tra-
bajo y espero vean con simpatia €l anhelo de crear e incorporar un
Departamento de Biologfa Celular, que abra nuevos senderos en la

investigacién celulo tisular de la cavidad oral.

i
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INTRODUCCION

Adn cuando la cavidad oral, tanto en sus componentés cofno en su
;:ontenido, es de f4acil acceso a los procedimientos exploratorios cli-
nicos y terapetticos, asT cofno para la obtenci6n de material biolo-
gico de interés para estudios de laboratorio, 1lama la atencién que en
el campo del cultivo de tejidos existe relativamente poca informacioén
y atn un tibio interés.

' El cultivo de tejidos como rama de la biologia celular apareci6 en
el horizonte ciéntrfico en la década de 1905 a 1915, con los geniales -
trabajos de Harrison ( 26 ), Burrows ( 3 ), y Carrel (5y 6), pero
sus antecedentes histéricos se iniciaron en la década de 1850 a 1860 -
con Recklinghausen ( 62 ), Roux ( 65 ), Arnold ( 1 )y Ljunggren
( 39 ). Tan pronto como el cultivo de tejidos aparecio, desperts -
gran interés cientifico y desde entonces goza de peculiar simpatia y
atréctivo entre todos lés investigadores cientrficos de las dreas biomg
dicas y, practicamente, no hay células o tejidos animales o humanos
que no se hayan sembrado y cultivado, iqpluyendo a aquellos de diffcil

acceso y gran dificultad tecnica para su cultivo. Dentro de este abun-
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dantfsimo y variado material llama la étencic‘m la escasez de los te-

’ jiéos -proéedentes de la cavidad oral aprovechados con los recursos
que el cultivo de tejidos ofrece, cuando resulta relativamente facil el
acceso y toma de los fragmentos para siembra, comprendidos dentro
de las mismas maniobras de la exploracién de la cavidad oral y prdc-
tica y tecnologia Odontolégicas.

En la bibliografia de las Gltimas dos décadas aparecen ya -
mas comunicacionés referentes al cultivo de tejidos, sin embargo si-
guen siendo escasas y desorganizadas sobre el inmenso campo de in-
vestigacioén biomédica que la cavidad oral ofrece.. También el desa-
rrollo de nuevas ramas biomédicas o la creacién de algunas otras, -
como la genética, que han venido a establecer contacto con la cldsica
odontologia clinica, el cultivo de tejidos representa un sélido puente -
de unidén entre las diferentes especialidades biomédicas.

Por otro lado conviene dejar anotado que el cultivo de tejidos
no es una simple técnica de manipulacién celular, ni siquiera constitu-
ye un simple reservorio de células vivas con las cuales coustruir mo-
delos bioldgicos celulo-tisulares experimentales, con cierto .grado de
virtuosismo técnico y atractivos resultados. El cultivo de tejidos es
una rama cientifica de la morfologia y biologia celulares, tanto normal
como patolégica, humana como comparativa, en donde la armonia mor-
fodindrnica in vivo es no solo el atractivo, sino la ventaja no igualada -
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por ningin otro recurse de la investigacion cientifica para estudiar -

las células y tejidos vivos.

La cavidad oral y el cultivo de tejidos

Desde el punto de vista el cultivo de tejidos, todos los tejidos
y células de cualquier organismo vivo, tanto anirnai como vegetal, son
suceptibles de cultivarse in vitro, de manera que los tejidos que cons-
tituyen la cavidad oral no son una excepcidn.

Desde luego quevel hueso, con su médula, endostio y perios-
tio, asi como las piezas dentales, pulpa y ‘tejidos periodontales (vasos,
ligamentos, tejido conectivo, etc.), son suceptibles de sembrarse y -
cultivarse in vitro; 10 mismo puede decirse de la lengua, glandulas sa-
livales y masas musculares de la regiodn.

Sin embargo, en este trabajo nos referiremos, en base a su -
sentido practico, sélb a los tejidos blandos de la cavidad oral y sobre -
todo a 1a mucosa.

La mucosa que reviste la cavidad oral y sus estructuras es -
facilmente accesible, por ello nuestro material biolégico esta represen-

tado por biopsias de mucosa oral.
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Consideraciones generales sobre histologia
de la mucosa oral.
La cavidad oral estd revestida de una membrana mucosa que
segln la zona, muestra particularidades estructurales; asi reconoce-
mos, 1) la mucosa que rodea a las piezas dentarias y que recibe el
nombre de encia. 2) la mucosa que cubre el dorso de la lengua, con-
- tiene las papilas gustativas y se extiende y continda con la mucosa de
la faringe y vias anexas. 3) la mucosa de revestimiento del paladér

duro, llamada mucosa masticatoria, Esquema I.
Encia

De acuerdo con la relacién que esta mucosa gﬁarda con las
‘piezas dentarias se consideran 3 clases de encia:
a) la marginal o libre.
b) 1la insertada y

c) la interdentaria.
Encia marginal.
Esta encia rodea a los dientes a modo de collar, es libre mi-

de 1mm de anchura, y se extiende hasta el surco marginal que 1la sepa-

ra de 1a Encfia insertada. Histolégicamente estd constituida por tejido

conectivo fibroso denso cubierto por epitelio plano poliestrati-
14



ficado escamoso. El epitelio del borde libre o cresta gingival’y el de
la sup?rficie externa de la encia marginai son en algunos sitios quera-
tinizados y en otros lugares paraqueratinizados; pudiér%ose encontrar
sitios con los dos tipos de cornificacidon. Este epitelio contienelpromi-
nentes prolongaciones epiteliales que se contindan con el epitelio de la

.enci‘a—i;lsertada. En cambio, el epitelio de la superficie interna de la-
encia es de tipo plano poliestratificado no queratinizado y sin prolon-
gaciones epiteliales; y que recubre el surco gingival.

El tejido conectivo de 1la encia marginal es del tipo densamen-
te colageno; contiene un sistema importante de fasciculos de fibras co-
lagenas, fibras\gingiva.les, que mantienen la encia marginal firmemen-
te adosada contra el diente, proporcionando asi la'ri‘gidez necesaria --
para soportar las fuerzas durante la masticacién sin llegar a separar-
se de la superficie dentaria y, en cambio, unen la encia marginal o li-
bre con el cemento de la raiz y con la encia insertada adyacente.

Entre los canales y espacios que dejan los fasciculos de las -
fibras conectivas gingivales y en la vecindad de log vasos se idéntiﬁcan
y circulan elementos celulares variados, entre los cuales podemos ad-
vertir abundantes mastocitos o cé€lulas cebadas que, estando presentes
en todo el organismo, son notablemente, més numerosas en el tejido -
conectivo de la mucosa oral. Estas células contienen una gran variedad

de sustancias biologicamente activas, entre las cuales se han identifi-
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cado histamiﬁa, enzimas proteoliticas, enzimas esteroliticas ('subs-
tancias de reaccion lénta") y lipolecitinas que pueden intervenir duran
te los procesos inflamatorios gingivales; también contienen en forma
especial heparina que, ademas de ser una substancia anticoagulante,
es un factor de reabsorcidn Osea.

Con el nombre de mucosa del surco gingival se conoce a ia
encia marginal que forma la pared blanda del surco gingival, que se -+
encuentra unida al diente en la base del surco por la adherencia epi-
telial. EIl epitelio del surco es una estructura delgada cubierta con -
epitelio escamoso estratificado muy delgado, no queratinizado y sin -
prolongaciones. ‘

El epitelio del surco gingival es extremadamente importante
puesto que actia como una membrana semipermeable a través de 1la
cual pasan hacia la encia numerosas y variadas substancias, entre --
otras, productos bacterianos y medicamentos.

El liquido gingival contiene proteinas plasmaticas adhesivas
que mejoran la adhesidn de la adherencia epitelial al diente; posee --
ademis propiedades anti-microbianas y puede ejercer acrividad de an-
ticuerpo en los mecanismos de defensa de.i:¥ <acfa. Sin embargo tam-
bién sirve de medio biolégico para la proliferacién bacteriana y con-
tribuye a la formacién de la placa bacteriana dental y depésitoé tarta-
Tricos. -

16
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Adherencia epitelial.

La adherencia epitelial es una estructura fibroepitelial con
epitelio poliestratificado y escamoso que rodea a las piezas dentarias
a modo de collar. Al comienzo de la vida sélo muestra 3 6 4 cépas de
espesor, pero con la edad puede alcanzar hasta 10 6 20 capas.

La adherencia epitelial es una estructura de autorrenovacion )
constante con gran actividad proliferativa en todas sus capas celula-
res, por lo cual es comuin observar frecuentes figuras de divisién ce-
lular mitdsica; las cé&lulas epiteliales de regegeracién se desplazan -
hacia la superficie dentaria y a 1o largo de ella, en direccién corona-
ria hacia el surco gingival y proporcionan una adherencia continda vy
desplazable a la superficie del diente. La adherencia epiréiial se une al

esmalte por una lamina basal comparable a 1a que une el epitelio a los

tejidos de cualquier parte del organismo.

Encia insertada.

L.a encia insertada es una continuacién de la encia marginal
que se fija mas firmemente a las piezas dentarias y al plano d0seo me-

diante poderosas fibras conectivas que se disponen en grupos fascicu-

lares gingivodentales.
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El epitelio de esti porcion de la encia esta compuesto por -
una capa basal de células cuboideas, una capa de células espinosas ~-
poligonales, otra méis de células granulares aplélnadas con granulos -
de queratohialina y nticleo intensamente tefiido y reducido de tamaifio;

otra capa de cornificacién paraqueratinizada y finalmente, otra capa

queratinizada.

El epitelio gingival de tipo epidermoide muestra estructuras
celulares relacionadas con el sexo; asi, en la mujer se ha encontrado
una gran particula Feulgen-positiva denominada cuerpo de Barr, en la
vecindad de la membrana nuclear en 75% de los casos; en cambio, en
el hombre existe una particula similar, pero méis pequefia que sdlo -

esti presente en el 1% de las células.

Membrana basal.

Todo el epitelio de la mucosa oral se une al tejido conectivo
subyacente por una bién definida l1amina basal que en los sitios de ma-~
yor traccién mecénica se refuerza volviéndose mas densa; los hemi-
desmosomas de las células epiteliales basales se apoyan contra esta
lamina lGcida y penetran en ella.

Lémiha propia.
El tejido conectivo de la encia se conoce como lamina propia

y esta formada por fibras coldgenas densas y pocas fibras elasticas.
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L.as fibras argiréfilas de reticulina se ramifican entre las fibras co-

ldgenas y se continGan con la reticulina de las paredes de los vasos -

sanguineos. En la 1amina propia se distinguen dos porcioﬂes:

1) una, la capa papilar, subyacente al epitelio, que se compone de -
proyecciones papilares entre las yemas epiteliales y

2) una cépa reticular, contigua al periostio del hueso alveolar al cuél

se une firmemente.

Vasos vy nervios de la mucosa oral

La mucosa oral es una estructura muy vascularizada tanto por
vasos sanguineos como por linfdticos. .

Los vasos sangulneos arteriolares y capilares son muy numero-
sos en la mucosa oral, sobxre todo en la encia. Por debajo del epitelio
de la superficie girigivél externa, los capilareé se extienden hacia bel
tejido conectivo papilar, entre los brotes epiteliales, en forma de -~
asas terminales en hc'>1"qui11a, con ramas eferentes y aferentes espira-
loides y varicosas; en ocasiones, las dreas se unen por vasos comuni-
cantes cruzados que dan origen a numerosos capilares colapsados que

funcionan como vasos de reserva cuando aumenta la circulacion.
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Linfaticos

El drenaje linfdatico de la encia comienza en los linfiticos de -
las papilas del tejido conectivo y se dyge hacia ' los noédulos linfaticos

regionales del grupo submaxilar.

Inervacién

La inervacién de la mucosa oral deriva principalmente de fi—
brés procedentes del nervio trigémino y del glosofaringeo.

Las siguientes estructuras nerviosas estdn presentes en el -
tejido conectivo; una red de fibras argiréfilas terminales, algunas de
las cuales se extienden dentro del epitelio; corptisculos tédctiles del —
tipo de Meissner; bulbos terminales del tipo de Krause que son termo
receptores y husos encépsulados; las papilas gustativas en el dorso -
de la lengua. |

Como se advierte el componente nervioso propio de la cavi--
dad oral y sus estructuras en ella comprendidas es nunieroso y varia
‘do en corptisculos y terminaciones nérviosas y complejo, cuya fun--~
cién y significado en la fisiologia normal de la cavidad oral nos es to

davia desconocida en su mayoria.
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: Antécedentes Historicos del Cultivo de Tejidos.

Los trabajos de Harrison ( 26 ) y Burrows ( 3. ) de 1905 son.
publicaciones cldsicas con las cuales el Cultivo de Tejidos aparece en
el concierto metodoldgico de la Biologia; sin embargo antes de €llos,
existen segmentos histéricos no articulados en el desarrollo del Cul- -~
tivo .&e Tejidos, como son las aportaciones de von Recklinghausen

( 62 ), en 1866, sobre la conservacién de células sangufneas de anfi-

bio durante 35S dias.

Roux ( 65 ) en 1885 aisl6 la 1dmina medular de embrién de po-.

1lo y la conservé viva por varios dfas en solucidn salina.

Arnold ( 1 ) en 1887, cultivé leucccitos de batraciog. Clava-
ba astillas de madera en el saco linfdtico de ranas, después extraia
las espinas y las colocaba en cristales de reloj con solucién salina o
humor acuoso; los leucocitos que se habfan adherido a la espina de

madera se soltaban y flotaban en el liquido y se fijaban a la superficie

del vidrio de reloj. Por medio de este ingenioso procedimiento Arnold

logr6 observar divisiones mitdsicas en sus leucocitos ast cultivados.
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Ljunggren en 1898 mantuvo vivos fragmentos de piel en 1fqui-
do de ascitis, los cuales fueron empleados, con cierto éxito.en trans-

plantes.

Sin embargo, cultivar in vitro células separadas del organismo
que les di6 origen, se debe al botanico Haberlandt, quien en 1902 senté
las bases de 1o que hoy conocemos como Cultivo de Tejidos, término

propuesto por Burrows.

En el terreno de los tejidos animales, fué Harrison ( 26 ),

Zoélogo, quien logré6'en 1903, cultivar neuroblastos de rana.

v

Dos afios después Burrows ( 3 )y Harrison ( 26 ) introduje-
ron el uso de la linfa én lugar de plasma sanguineo para cultivar cé-

lulas.

En 1912 vaparecié el nombre de Carrel ( 3 ), al principio tra-
bajando con Burrows ( 6 )e introduciendo el uso de los extractos em-
brionarios como factores de promocién en la nutricién y crecimiento
celulares. También se debe a Carrel las medidas de esterilidad duran-~

te el manejo de los tejidos y en los medios de cultivo.

Fue Carrel quien mds contribuyé al desarrollo del cultivo de
células y tejidos hasta llevarlo a ser considerado como un método de
investigacion. .
22
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Carrel, Burrows y Harrison dominaron durante 30 afios el ho-
rizonte histérico del métrodo de cultivar in vitro tejidos y cé&lulas, tan-
i.to animales como vegetales. Sus métodos fundamentales asi como las
modificaciones particulares en cada caso, son sencillos y faciles de

reproducir en todo momento.

En torno a 1921, Carrel ( 7 ), junto con Ebeling( 5°) vy
Baker (8 y 9, Fischer ( 14 ) y Demuth ( 14 ), iniciaron el estudio de
1o0s componentes nutritivos de los medios de cultivo en relacién con

problemas de nutricién y metabolismo celulares.

[y

Casf al mismo tiempo, Warren y Margaret Lewis (40,41,42) se
interesaron por el estudio de los constituyentes nutritivos y los efec-
tos dé las soluciones salinas, los problemas de la 6smosis, de la dis-
persién electrolitica, etc.

Por otra parte, los cultivos de tejidos vegetales, tan biillante~
mente iniciados por Haberlandt en 1902 tuvieron un receso de casi
20 afios, hasta que Molliard ( 56 ) erﬁprendié con éxito el cultivo de
fragmentos de embriones de plantas y con Kotte ( :?345’ ) discfpuio de
Haberlandt y Robbins ( %g’ ), en 1922, mantuvieron fragmentos ex-
plantados de raices vegetales por varias semanas. Sin embargo fué

19,20 )
hasta 1934, con White(87_,8898 y) y Gautheret ( 21 ) cuando se rea-
lizaron trabajos en serie en el campo

23



de los g;l’lréigros vegetales y cuando se obtuvieron résu!tados brillantes.
White (89 ) reconsideré las bases tebricas emitidas por Haberlandt
y en cierta manera seguidas poi‘ Molliard y demostrd que era posible
obtener cultivos de tejidos vegetales y cultivos de 6rganos vegetales.

Algunos cultivos de raiz de tomate iniciados por €l en 1934 aln exis-~

ten y han resistido més de 1000 resiembras o transplantes.

: 19,20
Sin embargo, fué hasta 1939 cuando Gautheret ( 21 ), en Parfs,

Nobécourt ( S9 ) en Grenoble y White ( 8,9 ) en Princeton, con diferen-
cia de seis semanas, publicaron 1o que se puede considerar los ver--
daderos primeros cultivos vegetaleé a partir de cambium de zanaho-~
ria y tabaco. Estos trabajos y los de White (88§8§3 sobre la nutricién
de las raices resultan ser en los cultivos vegetales tan cldsicos como
los de Harrison, Carrel y Burrows para el cultivo de tejidos animales.
Gautheret y White iniciaron también los estudios sobre crecimiento de
tumores vegetales y los efectos de las 1lamadas substancias promoto-

ras de crecimiento.

12,
Por otra parte, en Inglaterra, la Dra. Fell (13 ), inici6 en

1928 el cultivo de tejidos y Orgénos, tales como huesos, dientes ; ojos

y gldndulas.

24



En el cultivo de 6rganos se pretende conservar la congregacion
celular y tisular lo méas coherente posible evitando la dispersién celu-
lar. En este campo de cultivo de érganos figuran nombres tan promi--.
nentes como los de Gaillard ( 17 ), Martinovitch ( 46 ), Carpentier

( 4 )y Strangeways ( 79 ), entre otros.

Actualmente existen muchas y nuevas orientaciones en el cultivo
de células, tejidos, O6rganos y aln intentos por cultivar organismos

completos y las técnicas originales descritas por los pioneros han sido
muy modificadas y ampliadas. Los nombres de 1os investigé.dores de
esta época son contempordneos, por ello no los mencionamos en este
breve resumen histdrico, sin embargo, merece especial mencién el
Dr. Charles M. Pomerat, quién a mis de su gran calidad como notable
investigador en el Cultivo de Tejidos y Dindmica Celular, fué un gran-
de y generoso amigo de México, gracias a su especiai interés, México
cuenta hoy con especialistas en-este campo formados en.sus ya histori-
cos laboratorios de Cultivo de Tejidos de 1la Universidad de Texas, en

Galveston y de Pasadena, de 1a Universidad de California.

25



. Caracteristicas y necesidades de un

Laboratorio de

Cultivo de Tejidos

[N
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A, Esterilidad

Las contribuciones de Carrel en este terreno fueron definiti-
vas para el auge cada vez mayor del cultivo de tejidos. Antes de é&l,
las contaminaciones eran la regla y ni siquiera se consideraba la po-
sibilidéd de evitarlas. Carrel introdujoé en la técnica los cuidados
de asepsia y antisepsia transportdndolos de la técnica quirGrgica -
humana. De manera que las ilustraciones de la época muestran a
Carrel y sus ayudantes con vestuarios de cirujano sembrando sus te~

jidos en quirofano y siguiendo todos las reglas de asepsia y antisep-
sia. :

Para fines préicticos los gérmenes que tienen interés como
contaminantes son los no patégenos, ya que los patdgenos no suelen
desarrollarse en los cultivos ordinarios; por el contrario, las leva-
duras y los hongos son los que llegan a constituir verdaderas plagas

de contaminacion en los laboratorios de cultivo de tejidos.
Las medidas de esterilizacion se refieren al ambiente o at--
mé6sfera, al material de cristaleria, a los medios y materiales bio-

16gicos y al operador.
27



Para la esterilizacién del ambiente se recomienda emplear, mi
nutos antes de empezar a trabajar, las emanaciones de ehergi‘a ultra-
violete.l y evitar movimientos de grandes volimenes de aire, evitar asf-
mismo, corrientes aéreas durante la siembra. Sin.:bargo, el em-~-
pleo de la energia ultravioleta tiene sus limitaciones, empezando por
que se trata casi siempre de instalaciones costosas y sobre todo, por-
que las frecuentes y prolongadas irradiaciones ultravioletas producen

ionizaci6n del aire, que a su vez resulta perjudicial para la viabilidad

celular.

En la préctica es recomendable realizar limpieza de pisos y
paredes con agua y jabén, una o dos horas antes de empezar a sembrar
los tejidos. Evitar al extremo las corrientes de aire; procurar tra-
bajar en cuartitos pequefios con ventanas y puertas de deslizamiento y
no de hojas batientes. Tener a la mano todo el material que se va a

emplear con objeto de no estar abriendo y cerrando las ventanas y

puertas durante la siembra.. Estas medidas tan simples, bien obser-
vadas, son suficientes én la prédctica para evitar las contaminaciones
por levaduras y mohos. No es recomendable el empleo de desinfec-

tantes o de vapores letales pues su efecto se extiende a las cdlulas y

tejidos que interesa cultivar.

Es conveniente que la mesa de trabajo tenga cubierta de cris~

tal, esto permite un lavado méis eficiente y répido.
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En la prédctica, muchos laboratorios, emplean con ventaja, pe-
quefias vitrinas como cdmaras de siembra, las cuales ademéds de ser

fadcilmente lavables, se les puede equipar con tubos de energla ultravio

leta.

La cristaleria e instrumental se esterilizan, segtn el caso, en

autoclave, en horno o con soluciones antisépticas. Toda la cristaleria

- se puede esterilizar en el horno. Los tapones y articulos de hule y

plastico al autoclave, instrumentos metdlicos, tijeras y cuchillos se

esterilizan en bafios de solucién antiséptica, tipo benzal.

Los medios bioldgicos y las soluciones que se emplean durante
la siembra de los tejidos o durante la incubacién de los cultivos se es-
terilizan por filtracidén ya que la mayoria de ellos contienen substan--
cias termoladbiles o precipitables por el calor. El ﬁlltro mas emplea-
do es el de papel tipo Seitz con filtracién al vacio o por presién. E1l
grado de esterilizacidn que se consigue con estos filtros es muy gran
de; sin embargo, en algunos casos puede intentarse la esterilizacién
de sueros, plasmas y medios biol6gicos por medio de ldmparas de
energia ultravioleta. Recientemente los filtros denominados .

"Millipore" ofrecen ventaja de comodidad y gran seguridad en la

esterilizacion por filtracion de los medios bioldgicos.

1%
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Los cuidados personales en relacién a la esterilizacion son re-
lativamente sencillos, adn 'cuando‘varfan de un laboratorio a otro. En
terminos generales es suficiente con un lavado enérgico de las manos
y antebrazos con agua y jab6én. No es necesario el uso de guantes. El
empleo de tapabocas éueda indicado solamente si durante las maniobras
de siembra se habla o se explica a estudiantes, en tal caso el aliento
contamina con relativa frecuencia los cultivos. Si el trabajo se reaiiza
en silencio, no es necesario el uso de tapabocas. El gorro s6lo se
indica en caso de pelo largo. En los preparativos personales para --
sembrar y manejar tejidos resulta mucho mas importante el empleo de
bata de media manga, cuello alto y cerrable por detrds. Esta bata se
esteriliza al aut_oclave y debe ponerse en el momento de entrar a la --

sala de siembras.

El problema de la ventilacién del cuarto de siembras, sobre -
todo cuando trabajan varias personas al mismo tiempo, es complicado
ya que las corrientes de aire estan contraindicadas, de manera que lo
Gnico que puede hacerse es ventilar el cuarto antes .y después de sem-
brar; durante la siembra no debe haber movimiento de aire. El em-- :
pleo de sistemas de aire acondicionado es aceptable solamesite cuanis
se realiza con aire filtrado y sin producir corrientes aéreas notables.

v

En todo caso, la certificacién de esterilidad debe hacerse por

medio de pruebas bacteriol6gicas en caldos o medios de agar.
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Finalmente, conviene recordar que lo prudente es evitar las
contaminaciones, ya que una vez contaminado un cultivo o un lote de -
cultivos 1o mejor es fijarlo y tefiirlo o desecharlo, pues resultan
inutiles los esfuerzos por limpiarlo y la pdsibilidad de que todo se

contamine a partir de tales cultivos es muy grande.

Consideraciones especiales merecen el cuidado y cumpli~ -
miento de esterilidad de los tejidos. Los explantes procedentes de -~
las masas tisulares y de 6rganos internos y protegidos por las envol-~
turas naturales suelen estar estériles y hasta s6lo el manejarlos con
cuidado para no contaminarlos; pero los tejidos que constituyen las
envolturas y las que revisten las cavidades y tubos en comunicacién -
con el exterior, estdn siempre contaminados y requieren maniobras
especiales para ser sembrados. Este problel;la se presenta entre -
otros cultivos con los de piel, tracto digestivo, &drbol respiratorio ,
revestimiento génitourinario, etc. Los ekplantes se recogen en soiu-
cién salina balanceada a la que se afiade penicilina, estreptomicina y
en ocasiones micostatin; se hacen varios cambios de estas soluciones.

y se contintGa con la siembra. No es conveniente usar antisépticos to-

picos pues se compromete-la vitalidad de los explantes.
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B. Caracteristicas de un laboratorio para Cultivo de Téjidos.

Desde la conformacion general del laboratorio variard depen-
diendo del espacio que se disponga y los fines para los cuales se des
tine; pero en términos generales un Laboratorio d.e Cultivo de Tejidos
debe constar de las siguientes partes: a) un cuarto destinado a sem-
brar los tejidos, b) un cuartito para manejo de animales y obtencién
de los tejidos, . ¢) cuarto para lé. preparacién de medios bioldgicos,
d) : un cuarto para manejo de los tejidos desde el punto de vista his--~
toldgico, preparacion de reacrivos y técnicas histolégicas, €) cuarto
para la estufa y equipo de esterilizacion, f) cuarto para microcine

y microfotografia.

Este minimo de 6 cuartos o secciones se pueden arreglar y
disponer de la manera que mejor convenga al espacio que se disponga,
pero es recomendable que queden en continuidad practica que facilite
el desplazamiento entre ellos sin interferir el trabajo de uno con el
del otro. Por otra parte es recomendable que todas las atenciones sé
centren en las caracteristicas del cuarto de siembras, de :nanera de

asegurar su esterilizacién e independencia de los otros cuaxrtos.
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Hay que recordar que vapores de substancias, talcs como for-
mol, amoniaco, 4dcido dcéticc, tan empleados en laboratorios de histo
logia pueden dafiar a los cultivos e impedir definitivamente que se de-

sarrollen los tejidos y células.

Las improvisaciones pueden hacerse sin limite con la Gnica
condicién de que conduzcan a obtener células y tejidos vivos. Es evi-
dente qué las caracteristicas del laboratorio variardn mucho de acuer
do con las actividades y el nivel de los estudios que se planee hacer.
La practica demuestra que obtener ocasionalmente células y tejidos
vivos es relativamente facil, mientras que trabajar rutinariamente ~
con células y tejidos vivos ya es mas: complicado y planear un labo--

ratorio de Citologia e Histologia Dindmica es mucho méds complejo.
C. Cristaleria e Instrumental Metédlico.

La cristalerfa y el instrumental varfan mucho de acuerdo con
la técnica de siembra que se desee seguir y las adapraciones con’ el

material b4dsico suelen ser la regla.

Por lo que se refiere a la cristaleria quizéd resulte mas impor-

tante considerar caracteristicas generales del lavado y su prepara-

cion en relaci6n a los requerimientos biolégicos. Por ejemplo, las

células son muy susceptibles a la accién del sodio o del potasio con-

tenido en los jabones, de manera que es aconsejable no emplearlos
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en la limpieza de la cristaleria. Es preferible lavar sélo con agua co- -
rriente y escobillones y enjuagar con agua destilada. De emplear ja-
bones o detergentes como el 7X o similares,es necesario lavar des--

pués con abundante agua corriente.

La esterilizacion de la cristaleria requiere del autoclave o del
o
calor seco del horno, pero que no exceda de 150 C. pues temperaturas
por encima de &sta liberan alcalinidad a expensas del sodio que contie-

ne el cristal.

Es aconsejable evitar la desecacién de materiales biolégicos o
soluciones salinas en la cristaleria pues se forman residuos dificiles
de eliminar y que obligan a emplear detergentes o atn la fnezcla cfé-
mica. L.a costumbre de colocar los frascos, botellas, tubos, etc.gue
han contenido materiales bioldgicos, en recipientes con agua, facilita

la limpieza ulterior de la cristaleria.

El material de cristaleria que vaya a estar en contacto con san
gre, puede, una vez limpio, recibir un bafio con silicdn y esterilizar-
se posteriormente en el horno, o emplear heparina y esterilizarse en

“el autoclave.

El instrumental metdlico empleado en los laboratorios de cul-
. O
tivo de tejidos varfa mucho de acuerdo con las finalidades y pretensic

nes del laboratorio, pero consiste principalmente en instrumental de
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diseccién de proporciones adecuadas para emplearse directamente du-

rante la siembra (pinzas, tijeras y cuchillas).

Por lo que se refiere al instrumental empleado durante la siem-
bra sélo tiene interés recordar que debe ser de tal naturaleza que per-
mita manejar los tejidos con suavidad y cortarlos sin traumatizarlos.
El desgarrar, aplastar o maltratar los tejidos y fragmentos de siem-
bra es la causa méds comdn de fracaso en el cultivo de tejidos. El ma-
terial metdlico debe tener un revestimiento de cromo, niquel o ser de

algdn material que no se oxide y herrumbre.

La esterilizacién del instrumental metdlico se realiza mediante

bafios en benzal .

Con frecuencia las pinzas y las tijeras presentan modificacio-
nes en su extremidad de prensién o corte con propdsito de facilitar

el manejo de los tejidos y ciertos objetos, como los cubreobjetos.
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La Siembra

Técnicas de Siembra y Cultivo
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Té&cnicas de Siembra y Cultivo

Desde las comunicaciones de Harrison, Burrows y Carrel, has-
ta nuestros dias, se han publicédo numerosos métodos para cultivar
los tejidos, muchos de ellos son originales y muchcs otros no repre--
sentan sino modificaciones a una técnica principal; de cualquier mane-
ra se ha llegado a tal versatilidad técnica que ya se dispone de libros
especializados sélo en este aspecto técnico. Existen numerosas razo-
riés que justifican la diversidad técnica de la siembra, basta con pen--
sar que actualmente cualquier tejido es susceptible de sembrarse y
cultivarse; pero adGn cuando son aparentemente numerosas y diferentes
las técnicas a que hacemos mencion todas ellas pueden quedar com--
prendidas en ios siguientes métodos fundamentales que a continuacién

describimos.

Segiin los propdsitos que se persigan, las técnicas de.'culrivo -
requieren de cristaleria e instrumental especial. La Fig. 1 muestra
algunos ejemplos de la cristalerfa mds comunmente empleada: tubos
de ensaye, de Leighton, matraces, cajas de Petri, botellas, como la

. de Carrel, cubre y portaobjetos, cdmaras especiales, etc.
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A continuacién nos referimos a las té&cnicas de siembra y culti-

vo més comunes.
1) Técnica del Portaobjeto Excavado

» Uno de los mérodos mds antiguos para sembrar y cultivar teji-
dos es tal vez el del portaobjeto excavado con gota pendiente, Fig. 2.
Para este propdsito se siembran pequefios fragmentos de tejidos
en cui)reobjetos, habitualmente cuadrados, empleando cl codgulo de
plasma de gallo y extracto embrionario de pollo. Una vez que se ha -
formado el codgulo se coloca el cultivo en la excavaci6én de un portaob-
jeto excavado de Maximow . El cultivo se sucle sellar con parafina o
con vaselina.
La cadmara asi formada se coloca de manera que los fragmentos sem-
brados queden hacia abajo suspendidos en el codgulo de plasma. No
se suele afiadir medio nutritivo, sobre todo si los cultivos se planean
a corto plazo; pero para cultivos a largo plazo o pdra estudios farma-
codindmicos se pueden agregar unas gotas de medio nutridvo. Esros
cultivos ofrecen muchas ventajas, pero la principal limitacién , que
tienen es la dificulta_d de renovar los nutrientes y la facilidad con que
se contaminan. Sin embargo, son muy (rtiles para observaciones en
que se desea determinar valores porcentuales o comparar velocida-
des de crecimiento durante la exploracién de efecros citologicos de

fidrmacos. Desde ¢l punto de vista Optico la imdédgen in vivo es pobre
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debido a que existe una cdmara de aire que distorciona la marcha de
los rayos luminosos, en particular cuando se intenta el contraste de

fases y se desea tomar registros foto y cinematograficos.
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2) Técnica de la laminilla con codgulo de plasma.

Este mérodo,tan empleado hoy dia,representa una modificacion
al método anterior de la siembra en portaobjétos excavado. Para esta
técnica se emplean laminillas, cubreobjetos de 1lmm. por 44mm. La

siembra se puede hacer por medio de materiales adherentes como el
plasma que,ademads de fijar los explantes a la superficie del cubreob-
jetos, aporta nutrientes muy Gtiles para el cultivo celular. Otro mate
rial muy empleado en este método para adherir las células a la subez

ficie de las laminillas es la coldgena y, finalmente, suele emplearse

el agar-agar.

En el caso de emplear plasma, se usa con preferencia el de
gallo, pero cualquiera otro puede servir. En todo caso se depositan
dos o tres gotas de plasma, se colocan los fragmentos explantados o
las suspensiones celulares y se agregan dos o tres gotas de extracto
_embrionario, generalfnente de embriones de pollo, y se deja repo--
sar esperando la coagulacién del plasma, Fig. 4. Las laminillas --
ast prepéradas se introducen en tubos de ensaye y se les nutre con -
dos o tres mililitros de medio nutritivo. La incubacién puede hacer-

se a la temperatura deseada y con o sin movimientos.

En el caso de emplqar coldgena el procedimiento técnico es

casi el rﬁismo, sélo que en lugar del plasma se emplea coldgena 1i--
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quida-diluida y después de mezclarla con los explantes o con las célu--
las se deja en reposo en una atmésfera de amoniaco muy diluifdo y se

espera hasta que la coldgena se reconstituye y se transforma en gel .

El agar agar se emplea solo y la siembra se debe hacer
con cierta rdpidez manteniendo 1fquido el agar en bafio Marfa. La tem
peratura ambiente lo solidifica. Este procedimiento tiene sus limita-

. ) . o
ciones cuando los cultivos se van a incubar a 38 C.

Finalmente, este procedimiento de cultivar empleando lamini-
llas tipo cubreobjetos puede usarse afin sin substancias adherentes co-
mo las mencionadas. En tal caso la suspensién celular se deposita -
directamente en la superficie del cubreobjeto y se deja reposar espe--

rando que las células, sin llegar a desecarse, se adhieran al cristal.

Este método con las variantes mencionadas y atn con adapta- -
ciones especiales, segln los tipos celulares y propoésitos del cultivo,
es de gran utilidad en la Citologia Dindmica ya que permite manejar a
los tejidos y células en superficie plana, en vidrio Opticamente adecua -
do para toda clase de observaciones. Las células se adaptan de tal' ma
nera a la superficie que se aplanan y extienden en grado m4dximo per -
mitiendo una exhibicién maravillosa de todos sus componentes. En
los proyectos técnicos para cultivar células debe pensarse siempre en

este procedirrﬁento antes que en otros e intentar las adaptaciones ne--
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cesarias segtn los tejidos a cultivar porque sus resultados son los que .

mejor se pueden aprovechar y registrar fortocinematograficamente.

3) Cultivo en Tubos.

El cultivo de tejidos y células en tubos se ha realizado desde

hace mucho tiempo, es uno de los métodos pioneros. Las suspensio-

nes celulares o los fragmentos tisulares se adhieren a la pared del -
tubo, ya sea por si solas o por medio de plasma o de los adhesivos -
mencionados. Los cultivos pueden incubarse en reposo o en tambo- -
res rotatorios Yy a la temperatura deseada.

Sobre la pared del tubo
se desarrollan rdpidamente las ld4minas celulares.

\

Este método tan
Gtil para cultivar y conservar células, tiene limitaciones muy impor-
tantes para la observacién, especialmente microscopica de las célu-

las, ya que la pared del tubo distorciona la imdgen.

Una modificacién a este método de cultivo en tubos y con el

propésito de resolver las dificultades de observacién es el tubo de

Leighton. Este tubo, similar al de ensaye, tiene una parte aplanada

en Ia cual se pueden sembrar las células o colocar laminillas cubre- -
objetos con células. De esta manera se pueden observar detalles -

citol6gicos que permiten un mejor estudio e interpretacién de los

cultivos. E1 tubo de Leighton representa una transicién entre la

siembra directa en la pared del tubo de ensaye y el método de la la-

minilla cubreobjetos.
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4) Técnica de Cultivo en Botellas.

Las botellas o recipientes de paredes planas ofrécen superfi-
cie adecuada para el desarrollo de cultivoé en delgadas y extensas -
capas. El método es sencillo. En las botiellas se coloca una canti-
dad de medio nutritivo que cubra en delgada pelicula o capa de super-
ficie de cristal de la botella colocada sobre una de sus caras planas.
Las células se colocan a manera de inoculaciones por suspension o
en forma de pequeiios fragmentos tisulares. Es necesario que las -
botellas permanezcan €n reposo para asegurar que las células emi-
gradas de los fragmentos o las células ya libres de la suspensién se
adapten por estereotropismo a la superficie. El cambio de medio se
realiza segin las variaciones de pH. En tiempo variable para - cada
tejido, pero mis o menos dentro de los primeros diez dias, la super-
ficie basal de las botellas se encuentra practi'cam'ente cubierta por -
una delgada pelicula de cé&lulas que es visible a simple vista y obser-

vable al microscopio con objetivos de pequefio poder.

Cuando las células cubren la superficie tan ampliamente co-
mo se ha descrito, suele empezar la licuefaccién en focos miltiples,
este fendmeno marca el momento de resembrar 1los cultivos. Para

tal propésito se desprenden las célilas por medio de un agitador de
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vidrio con extremo de hule,para facilitar el desprendimiento suele ana
dirse soluciones débiles de tripsina o verseno,lo cual favorece la se--
paraciéh y. la homogenizacién de la suspensién celular. Esta manio- -
bra es seguida de lavados en soluciones salinas y centrifugaciones a
bajas revoluciones (700-1000 r.p.m.) y por poco tiempo (10 min,); -
el sedimento se diluye en la propdrcién que se desee y se procede a -
la resiembra en nuevas botellas. Este material se puede emplear --
también para resembrar en laminillas o en cdmaras de Rose o usarse

para estudios de bioquimica o citoquimica.

En todo caso el método del cultivo en botellas es el ideal pa;
ra desarrollar cepas celulares ya que después de varios pasos o re—
.siembras suele establecerse una linea celular con predominio sobre ~

otras variedades celulares. Este método de las botellas permite ob-
tener y mantener cé&lulas en grandes cantidades, por largo tiempo y
con frecuencia con cardcter de colonias puras. Por otro lado, los -
costos de trabajo de este método son bajos, requiere poco espacioy

equipo relativamente sencillo.

Variaciones poco significativas a este método de cultivo en bo
tellas son las siembras en matraces y cajas de Petri. En estas mo-
dificaciones el método de siembra es semejante al de las botellas y

su significado biol6gico el mismo. En la practica las siembras en -

cajas de Petri y en matraces ofrecen dificultades para observar --
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los cultivos invivo ya que no es fdcil observar matraces o cajas de -

Petri al micrdéscopio, atn a pequefio aumento.

5) La Camara de Rose.

Una de las grandes adquisiciones técnicas que ha recibido el -
'cultivo de tejidos fué el disefio y realizacién de la camara de George
Rose en 1953 . Se trata de un ingenioso dispositivo que permite cul-
tivar las células y tejidos, cambiar medio o perfundir substancias a
las células y poder tomar registros fotocinematograficos, todo esto
durante incubaciones prolongadas. Para tal propé6sito se siembran -
los fragmentos explantados o las células en suspensién en una lami --
nilla cubreobjetos, siguiendo el método del codgulo de plasma o el -
del depésito directo sobre superficie de cristal. A continuacion se
coloca una junta de hule natural (latex) con una perforacién central.
El grosor del hule y el didmetro de la pexrforacién (2 a 3 cm.) deter—
minan la capacidad de la camara. Por encima de esta junta se colo—
ca otro cubreobjetos semejante al que empleamos para sembrar nues
tros tejidos y queda asi formada una cdmara cerrada, de paredes de
cristal plano con cualidades 6pticas compatibles con los sistemas 6p-
ticos de los micréscopios mds empleados en la observacién. El acce
so a la cimara se logra a través de la junta de hule por medio «de -

agujas finas y largas. La cdmadra de cristal y hule adquiere solidez
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por medio de dos placas perforadas de acero inotxidable que se colocan

en ambas caras de la cdmara, Fig. 3.

La camara de Rose permite observaciones y fotografias con
contraste de fases de material vivo que no han sido superadas atn ni -

siquiera con las improntas o frotis cubiertos. Adema4as, con cuidado

se puede mantener el contenido de la cdmara de Rose en condiciones -

estériles.

Los componentes de la cAmara de Rose permiten armarlos atn

con laminillas de cultivo que se estén desarrollando en los tubos.

Las limitaciones de este maravilloso recurso de cultivo de ce-
lulas y tejidos se refieren al grosor de la junta de hule y a la experien

cia técnica para ensarnblar los componentes.
6) Cultivos Tridimensionales.

L.os métodos de cultivo tisular y celular hasta aqufl meﬁcionados
conducen a la obtencio6n de cultivos en forma de lafninas, generalmente
en monocapa, cuando mas en espesores de 2 a 5 capas celulares; pero
exist;en otros recursos técnicos Que permiten cultivar tejidos y célu--

las en capas numerosas y atn en volGmenes considerables.

E1 empleo de soportes de plastico o de esponjas de fibrina permi
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te crecimientos celulares multidireccionales y desarrollo organoide.
Estos métodos ofrecen ventajas en el cultivo de 6rganos y de esbozos
embrionarios, por 1o que se emplean mucho en morfogénesis y em-~

briogénesis experimentales.
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Liquidos y Medios Bioldgicos.
a) Soluciones Salinas.

Durante el manejo de los tejidos y células que se van a sembrar
y en particular durante la incubacién de los cultivos se plantea el pro—
blema de los lfquidos en los cuales deben conservarse y nutrirse las -

células.

Cuando los tejidos son explantados deben colocarse de inmedia-
to en medio liquido para evitar la deshidratacién. La desecacién suele
ser una causa muy frecuente de fracasos en los cultivos tisulares. El
1fquido en que las células se han de depositar debe llenar ciertos re- -
quisitos fisicos y quimicos. Desde hace mucho tiempo se emplearon -
soluciones acuosas salinas, principalmente de cloruro de sodio como
el. llamado suero fisioldgico y el liquido de Ringer, que han servido de
base a numerosas modificaciones hasta llegar a las actuales soluciones
salinas hoy recomendadas, como el liquido de Gey, la solucién de Hanks
o de Tyrode, etc. en estas soluciones las substancias empleadas y el -
modo de prepararlas aseguran isotonicidad osmética, isoelectricidad‘ o
dispersién electrolitica y aportan un nutriente dé alta energia, la gluco

sa. A estas soluciones se suele agregar un grupo de sales amortigua
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doras para regular y mantener el pH en niveles adecuados durante el

metabolismo celular. El siguiente cuadro, ofrece y compara las com-

posiciones de los liquidos mds empleados para tejidos de animales de

sangre caliente o fria.

Soluciones salinas para tejidos de animales de sangre caliente segtn:

NaC1

KC1

CaCly Anphidro
MgCl2 . 6HZO

MgSO,.7H,,0

4
NaH,,PO,, .2H,0
O
NaZHPO4 .2H2
KH2P04
Glucosa
NaI—ICO3
Roj o Fenol

El pH se ajusta~jentre,7;2 a 7.4

o

Tyrode Gey Earle Hanks Carrel Locke Ringer

8.00
0.20
0.20
0.10

0.05

1.0

1-9

8.00
0.30
0.275

0.210

_0.150
. 0.025
.. 2.0

6.80
0.40
0.20
0.10
0.125

1.0

0.250 2.20

0.05

8.00
0.40
0.20

0.20
0.06
0.06
1.0
0.35
0.02

8.00
0.20
0.20

- 0.10

0.05

9.00
0.42
0.24

0.20

-.Cantidades para un litro de agua

9.00
0.42
0.25
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Soluciones salinas para tejidos de animales de sangre fria.

CUADRO

Holtfreter Ringer Agua de mar Locke

(Peces de (Anfibios) (Almejas y (Insectos ).

agua dulce : Calamares)

y anfibios.).
NaCil 3.50 6.50 27.27 9.00
KC1 0.05 0.14 0.76 : 0.42
CaCl, 0.10 0.12 1.22 0.25
MgCl, - - N 2.36 ' -
MgSO, - 0.20 3.44 -

‘NaHCO,4 0.20 - 0.21 0.20

Glucosa - - - 2.50

Cantidades para un litro de agua.

ElpH de estas solucionés se determina por el potenciémetro o
pbf medio de colorantes indicadores, de los cuales el m4s usado es el
rojo fenol. E1l pH mas adecuadoA para tejidos de mamifero es de 7.2 a
7.4 . De todas maneras conviene recordar que casi todas las células
animales requieren de pH en tornoa 7, IigeramenAte alcalino o dcido -
(6.7, 7, 7.6 a 7.7) por debajo o encima de estos vélores la vida celu-
lar suele ser precaria. '‘De aqui el gran interés que tiene preparar -
cuidadosamente las soluciones salinas y asegurarse que los amorti —

guadores sean efectivos. En condiciones favorables 1a neutralidad o
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ligera modificacién de nuestros medios biol6gicos indican gian activi-

dad con buen crecimiento celular.

La isotonicidad, que puede medirse con el osmdémetro, resul-
ta mds fdcil de evaluar préacticamente por medio de su efecto sobre -
las células, por ejemplo, poniendo eritrocitos en la solucién y obser-
vando su efecto sobre el tono celular. Si se observa retfaccién se -
trata de solucién hipei‘ténica,por el contrario, si se hinchan los eri-
trocitos, la solucién es hipoténica. Esta elemental y sencilla valora
.cién es muy (Gtil y prdctica porque no requiere otro instrumento que

un microscopio.

Desde luego que las soluciones salinas, como loé demds me--
dios biolégicos, deben ser estériles, lo cual plantea ciertos proble---
mas o por lo menos requiere de maniobras especiales. Como la ma
yor parte de las soluciones salinas contienen entre sus amox:tiguado--
res bifosfato y bicarﬁonato de sodio, estd contraindicada la esterili—
zacién por ebullicién o al autoclave ya que tales sales se pi’ecipitan.
Para evitar este inconveniente se recomienda esterilizar al autoclave
en dos grupos los componentes de la solucién, en particular el bicar-
bonato de sodio aparte de los demds ingredientes, después se dejan -
enfriar y se mezclan. Este procedimiento se ha visto superado en ra

pidez y seguridad por el empleo de filtros de poro fino, por ejemplo -

en los filtros Seitz por filtracion o en los Millipore que permiten este-
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rilizar las soluciones ya preparadas.

L.os fragmentos tisulares o las células pueden permanecer du-
rante varias horas en solucidn salina en espera de maniobras espe-
ciales. También se emplean las soluciones salinas para lavar los -
tejidos durante las perfusiones con firmacos o después de recién -
cortados y preparados los explantes con objeto de elimiﬂar‘ las enzi-
mas autoliticas liberadas por la destruccién celular durqirie las

maniobras de fragmentacion. : .
b) Plasma de Gallo.

Para ﬁjai‘ los explantes a las laminillas o a los cubreobjetos -
en las cdmaras de Rose es necesario emplear plasma de gallo qﬁe
se obtiene de sangre de gallos jovenes por sangrado de cardtida o
por puncién cardiaca. Los cuidados que hay que tener durante la pre-
paracién del plasma son: Esterilidad y manejo tal que evite la
coagulacidén de la sangre o del plasma empleando anticoagulante en
muy baja proporcién. Para este propbsito se usan jeringas y tubos -
con pared humedecida en heparina diluida. Se procura trabajar a
temperaturas entre 5 a 10°C., y se emplea centrifuga con refrigera-
cidn.

Estos cuidados suelen ser suficientes para que el plasma pueda
ser empleado durante la siembra y que coagule en el momento desea-

do al contacto con el extracto embrionario.
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El plasma se puede emplear de inmediato o almacenz: -en con-

gelacidén hasta dos meses. También se puede emplear el plasma lio-
filizado.

Otros plasmas, inclusive el humano, pueden prepararse y em-
plearse como el de gallo, pero coa ciertas desventajas, por ejemplo,
el plasma humano, ademas de su mayor costo o dificultad para obte-
ner donadores, se caracteriza por su ripida y extensa licuefaccién -

al entrar en contacto con el explante.

c) Extracto Embrionario de Pollo

\

Otro medio bioldgico muy empleado en el cultivo de tejidos, es
el extracto de tejidos embrionarios. Desde Carrel ( 6 ) se sabe de su
efecto Benéfico en la proliferacion tisular y desde entonces se insiste
en su empleo casi obligatorio, rutinario, en toda técnica de cultivo ce-
lular. Estudios comparativos directos e indirectos ponen de manifies-

to el efecto y bondad del extracto embrionario.

Se han empleado diversos embriones para preparar el extrac-
“to, incluyendo embriones humanos; sin embargo, los embriones de po-
11o son los que mejores resultados ofrecen. Para este propbsito se -
utilizan huevos embrionarios de 3 a 9 dias. Embriones menores de -
esta edad son muy pequefios y la cantidad de extracto que de ellos se -

obtiene es muy escasa, por otro lado, embriones de edad mayor, re-
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sultan inadecuados debido a que empiezan a aparecer plumones en la
piel, lo cual se considera desventajoso debido a que la queratina tie—

ne efecto inhibidor en el crecimiento celular.

L.os embriones se extraen del huevo con el cuidado necesario
para evitar contaminaciones microbianas y con los materiales de la -
yema. Los embriones se lavan en solucién salina. El jugo embrio--
nario se obtiene por medio de la destrucci6n tisular ya sea a través -
de fragmentacién sucesivamente mds pequeiia o, 1o que es mds cémo-
do, haciendo pasar los embriones por una jeringa. Se obtiene asi un
licuado de los embriones. También se han empleado licuadoras de -
aspas y desintegracidn supersénica de tejidos y células. El material
se centrifuga y se aprovecha el sobrenadante considerando como jugo
puro de embriones. El1 sedimento se redisuelve en solucién salina en
proporcién de 2 a 3 c.c. por cada embrién. Se deja reposar una hora
en el refrigerador y se vuelve a centrifugar. Estas maniobras se re-

piten dos veces médsy se obtiene asl extracto embrionario de diferen-

tes graduaciones.

El preparado en la forma descrita se puede almacenar en con-
gelacion durante 3 a 4 meses sin que se altere su potencia como esti-
mulante del crecimiento y proliferacidn celular. Por otm parte, tam

i

bién se ha empleado la liofilizaci6n para conservar el extracto em- -

brionario.
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d) Medio Nutritivo

La nutricién de los cultivos se ha hecho empleando diversos -
medios segln f6rmulas en las cuales se combinan en proporciones va
riables tres componentes fundamentales a los que se les suele afiadir
complementos nutritivos muy variados. Los ingredientes bdsicos de
las foérmulas nutritivas son: a) solucién salina equilibrada, b) protei-

nas y c) estimulantes del crecimiento y proliferacién celular.

Una fé6rmula muy conocida, preparada por Pomerat y que pro-

porciona magnificos resultados es la de:

Solucién salina equilibrada (Hanks, Gey o Tyrode) 50%
Liquido de Ascitis 45%
Extracto Embrionario _ 5%

Las proporciones de estas mezclas puedén variar considera-- .
blemente y adn son frecuentes las substituciones, en particular en lo
que se refiere a la dotacién de proteinas, las cuales son agregadas en
forma de suero de mamiferos (suero de caballo, de ternera, etc.),
en forma de albtiminas y globulinas y ﬁnalmenfe, como aminodcidos.
Estas cbmbinaciones dan origen a numerosos medios llamados sinté-

ticos o especiales para ciertos prop6sitos. Entre estos dltimos son
muy conocidos los medios de Eagle, el 199, el de Enders, etc. Hay

también medios especiales para tejidos de animales marinos, como

el de Holtfreter, o para tejidos vegetales como el de White, etc‘..'
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Después de probar la larga lista de medic = nutritivos -que exis
ten, llama la atencién la bondad y simplicidad de 1a mezcla 1a solucién
sali.ﬁa con ascitis y extracto embrionario y el medio de Eagle. En es-
tos medios se cultivan practicamente todos los tejidos, ademds el cos-

to es el mas reducido.

Existen medios, como el 199, que enriquecidos especialmente
en alguno o algunos de sus ingredientes se recomienda para cultivos
singulares, por ejemplo, en el caso citado, para cultilvo de linfocitos -
humanos con interés de obtener de ellos cromosomas o estudiar ‘la -

transformaci6én blastoide.

A los medios de cultivo se les suele afiadir antibiéticos, peni-
cilina y estreptomicina, y un indicador de pH, el rojo fenol. Adn -~ -
cﬁando las cantidades de antibiéticos recomendados estén muy lejos -
de ser téxicas, conviene tener mucho cuidado porque en particular -

los linfocitos son muy sensibles al efecto de los antibiéticos.

El medio nutritivo, igual que los demas medios biolc‘)gicos\ con
viene almacenarlo en pequefias cantidades y guardarlo a bajas tempe-
raturas. En el momento de emplearse se lleva a temperatura ambien
te. Hay que evitar frecuentes variaciones en las temperaturas pues

se corre el peligro de la desnaturalizacién del medio.
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Incubaci6n de 1los Cultivos

Réalizados los cultivos y nutridos de la manera mas convenien
te para cada caso, se procede a esperar que las células, después de -
bun periodo de adaptacién, empiecen a multiplicarse y formar colonias
celulares. Esto es lo que constituye propiamente el cultivo de tejidos
y células y para lo cual se han hecho los preparativos mencionados.
Durante este periodo los cultivos pueden estar sometidos a muchas -
variaciones, pero de inmediato podemos considerar dos factores muy
importantes, la temperatura y el movimiento; los tejidos proceden--
tes de animales de sangre fria se incuban a temperatura ambiente, -
mientras que los procedentes de animales de sangre caliente, se in--
cuban a 37. SOC. , también podemos dejarlos en reposo o someterlos a
movimientos que aseguran recambio en los liquidos en la superficie -
de cultivo, por ejemplo, el tambor rotatorio. En este Gltimo caso el
movimiento debe ser suave y uniforme, de otra manera, los movi- -
mientos bruscos e irregulares actdian inhibiendo el crecimiento celu-

lar.

57



EQUIPO OPTICO

Los recientes avances de la Optica aplicada a la Biologla ofre-
cen muy variados y ventajosos sistemas que permiten observar vivos
a las células y a los tejidos cultivados in vitro. Desde luego que el -
empleo del tradicional sistema de campo claro, diafragmando en exce

éo o bajando el condensador, permite observar material vivo en fres
co, pero en condiciones precarias y sin recursos que conduzcan al -

estudio de la subestructura fina celular. Por ello es indispensable -
contar en los modernos Laboratorios de Cultivo de Tejidos con siste-

mas opticos como los de Contraste de Fases, Interferencia de la Luz

y Contraste de Interferencias, los cuales ofrecen detalles inimagina-
bles en la precisi6n estructural, tanto en contrastes y gamas de blan

co, negros y grises con el Contraste de Fases, como imédgenes poli—

cromas con los dos sistemas de Interferencia. En la serie de 14mi--
nas que ilustran este texto podr4 el lector advertir las ventajas que -

tales sistemas ofrecen.

Con cualquiera de los sistemas mencionados pueden visuali-=
zarse detalles de 1a membrana celular, aspecto estructural del cito-
" plasma (granulos,’ filamentos, vacuolas, etc.), neurofibrillas, mio—

fibrillas, vacuolas pinociticas, reticulo endopldsmico, mitocbndrias,
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huso acromaitico, cromosomas, etc. todas estas estructuras ii: vivo.

.Con el recurso de la Cadmara de Rose podemos realizar obser-
vaciones periédicas de un mismo cultivo, de un mismo campo y atn

de la misma célula durante dias, semanas y aln meses.

Es recomendable que el sistema de contraste de fases dispon-
ga de condensadores de larga distancia focal, lo que permitirad ir méds
dalla del grosor de los portaobjetos habituales y observar, sin dis-

torsiones, las Cdmaras de Rose o similares.

Ademds de contar con los sigtemas -_c‘)pticos mencionados {cam-
po claro, cciniraste de fases, interferencia de la luz y contraste de -~
interferencias) es conveniente disponer de equipo de Enérgia Ultra-
violeta, ya que actualmente existen numerosas técnicas citolégicas -

que se basan en las propiedades fluorescentes de algunas substancias
y componentes celulares.

Este equipo 6ptico es necesario combinarlo con equipo de cine-
matografia. No hay que olvidar que una de las principales ventajas
del Cultivo de Tejidos consiste en disponar de células vivas y obser-
var los cambios morfoldgicos que acompaifian a las funciones celulares.
Seguir cinematograficamente, con espaciador, el proceso de una divi-
si6én mitdsica por medio de contraste de fases, es (un espectdculo

maravilloso que convence a adquirir un equipo de microcine-
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matografia.

Aparatos de microcinematografia los hay muy variados y de -
componentes diversos, pero todos ellos ofrecen las mismas posibili-
dades bédsicas, es decir, primero, fuentes luminosas suficientemen--

te poderosas para los requerimientos de sensibilidad de las peliculas
que se van a emplear, segundo, dispositivos mecdnicos o eléctricos -
que aseguran exposiciones seriadas con int€rvalos variables desde 24
imédgenes por segundo hasta una imédgen cada 24 horas, advirtiendo -
que la velocidad mas empleada es 1a de 4 exposiciones por minuto.
También es conveniente que las camaras microcinematograficas cuen

ten con camaras de mantenimiento térmico pues con frecuencia es -

necesario seguir incubando los cultivos durante 1a toma de la pelicula.

Otro aparato que ofrece valiosa ayuda en los Laboratorios de
- Cultivo de Tejidos es el Micromanipulador con sus accesorios propios
para la factura de microinstrumentos. Al micromanipulador también

es conveniente agregarle dispositivo de foto y microfotografia.

Desde luego que el instrumental y equipo 6ptico varfan y se -
complican de acuerdo con los disefios de los experimentos, pero el -
aqui descrito se considera el bdsico y de utilidad para cualquier es--

tudio sobre Histologia y Citologia Dindmica.



Observacion de los Cultivos

L.os fragmentos explantados y cultivados segtn las técnicas --
mencionadas pueden observarse de diferentes maneras y para evaluar:

los resultados del cultivo, un método no excluye a otros.

La observacién a simple vista de los tubos, botellas, cdmaras
de Rose, etc., permite obtener datos muy valiosos para la interpreta-
cién de lo que sucede en los cultivos. E1 cambio de color en el indi-

cador empleado en el medio nutritivo informa de la 4cidez o alcalini--

dad del medio de cultivo. En la mayoria de los casos un cultivo exito-

so se acompaia de neutralidad o cierto grado de 4dcidez debido a una
mayor actividad respiratoria con liberacidn de bidxido de carbono.

Sin embargo, cambios muy rmarcados y bruscos sugieren suministro

de nuevo medio de cultivo.

Por otra parte, el hecho de que los fragmentos explantados se
rmantengan en su sitio o se desprendan, permite considerar el grado -
de licuefaccién del plasma o la vitalidad de tales expl'antados. - Frag-
mentos que se desprenden suelen indicar fen6menos necroticos y au--

toliticos*que exageran la licuefaccion del plasma.

A simple vista también se pueden observar halos celulares en
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torno a los fragmentos explantados o nebulosidades que cubren las su-

perficies de cultivo y que indican emigracion y multiplicacion celular.

La observaci6n con ei micréscopio en sistema de campo claro
y con muy pocos aumentos se ha empleado desde un principio y agn -~
se usa con resultados préacticos. Sin embargo, el advenimiento del -
sisterna optico de contraste de fases permite observaciones.en fres--
co, in vivo, de las cé¢lulas, no solo a pequeﬁds y medianos aumentos,
sino, muy ventajosamente, a grandes aumentos con objetivos de in--
mersién. De esta forma se obtienen iméigenes detalladas de la es- -

tructura del citoplasma in vivo con notable ventaja sobre material fi~

jado y tefiido.

Otros sistemas épticos, como el campo obscuro y 1a interfe--
rencia, se pueden utilizar en ia observacion de las células cultivadas:
obteniéndose iméigenes particularmente bellas y dtiles en el conoci- -

miento de la estructura celular.

Por otra parte, la adaptacién del registro cinematogrdfico a -
los descritos permite captar el dinamismo celular con detalles impre
sionantes, en especial cuando se emplean dispositivos espaciadores y

después se proyecta la pelicula a velocidad normal.
. Al
Para la microcinematografia ofrece ventajas especiales la C4

mara de Rose, ya que permite mantener las células cultivadas vivas ...
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bajo el micréscopio por largos periodos de tiempo cambidndoles el - -

medio nutritivo a través de la junta de hule.

La combinacion de la interferencia de la luz y las peliculas .de
color permite imiagenes policromas de la estructura celular in vivo -
sin necesidad de emplear colorantes que, aGn los l1lamados vitales, -

comprometen la vida celular y alteran la morfologia.

Desde luego que con las células y tejidos cultivados se pueden
hacer estudios de la histologla, citologia, histoquimica, bioquimica,

etc., como se podrian realizar con los tejidos y células no cultivadas.

Finalmente, con las c€lulas cultivadas se pueden hacer micro

manipulacién, estudios de electrofisiologia y citofarmacologia.
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Material

Yy Método
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Material y Método

El material biolégico empleado para la elaboracién e ilustracién
de este trabajo procedié de las paredes de la cavidad oral, en particu-
lar de las mwucosas gingival, vestibular y palatina, tanto ae individuos
humanos como de algunos animales (rata). El método de trabajo fué
el propio del cultivo de tejidos, segln las técnicas de siembra en la-
minillas flotantes, en tubos de ensayo, €l método de la cAmara de -

Rose y el de las botellas de Carrel.

Los fragmentos de mucosa gingival, palatina y vestibular se re-
cibieron en solucién salina (Hepes) estéril, con antibiético (penicili-
na-estreptomicina) y después de lavados fueron finamente tallados -
hasta obtener fragmentos matrices o explantes que fueron sembrados
segin la técnica del codgulo de plasma de gallo y extracto embriona-
rio sobre laminillas. Los cultivos asi preparados se incubaron en tu-

bos de ensaye a 37°C en medio nutritivo preparado con liquido asci-

tis y se agitaron suavemente en tambores rotatorios.

Q
Cultivos semejantes se prepararon en Cdmaras de Rose que se
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. o . . .
incubaron a 37 C, en el mismo medio nutritivo y en reposo.

‘Los cultivos se observaron diariamente al microscopio con 1uz
tangencial. Se hicieron apreciaciones de cambios de pH en el medio
(segtn el indicador empleado) y del crecimiento de halos celulares -

neoformados en torno a los fragmentos.

L.os cultivos se incubaron hasta 4 semanas.

De los cultivos optimos se hicieron estudios y observaciones .
con los sistemas 6pticos de Contraste de Fases, de campo obscuro,
de Interferencia policromadatica dé la luz y Contraste diferencial de in-
terferencias. De otros cultivos se practicaron, previa fijacién en al-
cohol metilico, rinciones segin la técnica de Jacobson (técnica pandp-

tica a base de May-Grinwald-Giemsa).

Del material vivo y del tefiido con resultados mas demostrativos
se hicieron registros fotomicrograficos y foromicrocinematograficos.

Con las mejores imdgenes se ilustra este trabajo.

En este trabajo, como en cualquier otro de su género, el capitu-
lode material y método quedaria suficientemente desarrollado con 1o
escrito, pero es mi propdsito, en atencién a aportar y fécilitar infor-
macioéon real y pfactica al legtor interesado en este tipo de Temas, am

pliar los capitulos referentes a Historia y Metodologia del Cultivo de
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Tejidos, sobre todo porque, asi, a manera de informacién como cri-

tica metodolégica especializada, se abre el panorama de posibilida-
des del mé todo en la investigacién de la cavidad oral a toda persona -

interesada en esta especial drea biomédica.
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Resultados

Salvadas las dificultades y peligros que encierran las contamina
ciones derivadas de la procedencia de los explantes, los cultivos ob-
tenidos a partir de 1a mucosa oral, en particular de la gingival, son

espectacularmente bellos en base a la gran proliferacion celular que

de ellos deriva, en especial del epitelio.

Durante las primeras 12 a 24 horas de cultivo in vitro se advier

te en los bordes de los fragmentos matrices la salida de células en

_ forma de yemas de crecimiento.

L.a fig. 11 ilustra la emergencia de un grupo de histiocitos,
mientras, que la fig. 12,‘ muestra un grupo de células epiteliales emi
“grando del fragmento matriz y empezando a formar el halo de creci-
miento. En uno y otro caso son notables Ia limpieza del cultivoy la

vitalidad de las células, asi como la diferenciacidén celular entre uno
y otro prototipo celulares,

Pasadas 24 a 48 horas de cultivo la proliferacién celular es muy
2

activa; tanto epitelial como conectiva, de manera que suelen formar-

69

Oy



se laminas epiteliales sobre las cuales crecen a su vez células conec-
tivas, fibroblastos, como la ilustra la fig. 13, 6 la l4mina crece con
selectividad, como se advierte en la fig. 14, en donde se observa do-

minancia del prototipo epitelial.

Dependiendo de la profundidad de la biopsia y de los componen -
tes celulares e histoldgicos coutenidos en los fragmentos matrices ,
pueden advertirse en los bordes de los expléntes o en el halo de emi-
gracidén y crecimiento, ademds de los histiocitos y de las células epi-
teliales, elementos o yemas de crecimiento tales como tejido muscu-
lar estriado, células endoteliales y musculares lisas procedentes de
los vasos; con frecuencia se\ reconocéﬁ cé€lulas adiposas. Es notable

que las cé&lulas amiboides libres, tipo leucocitos y macréfagos son es-

casas desde el principio de los cultivos.

Entre 72 y 100 horas de cultivo se pone de manifiesto la dominan
cia del epitelio sobre éualquier otra variedad celular. Las figuras 15,
16, 17y 18 qué conforman la Lamina V ilustran diferentes sitios en
torno al fragmento matriz o explante en los cuales se observan las di-
versas maneras de iniciarse la formacidon de las ldminas epiteliales.
lL.a fig. 15 muestra la forma m4s comin de crecimiento, proliferacién
y formacién de ldminas epiteliales a partir de una yema que emerge

del fragmento matriz y, en forma continua, sin interrupciones de espa
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cio, origina amplisimas ld4minas celulares epiteliales.

Las figs. 16, 17 y 18 ilustran, por el contrario, células epitelia
les afsladas que, poco a poco mediante activa proliferacién se reunen

y forman asi los mosaicos epiteliales.

La Lamina VI ilustra con cuatro bellas microfotografias diver-
sos sitios del halo epitelial a las 3 semanas de cultivo in vitro. Duran
te este tiempo la actividad proliferativa con gran nGmero de divisiones
celulares mitdsicas es el hecho morfodindmico méds destacado de los
cultivos. Esta particular actividad mitdsica se extiende de la segunda

a la cuarta semana de cultivo.

Una vez estabilizados los cultivos el halo de crecimiento y proli-
‘feracic‘m estd constituido practicamente sdlo por células del prototipo
epitelial, figs. 19, 20, 21 y 22. Los mejores cultivos, de donde pro-
ceden nuestras ilustraciones corresponden a material humano. Conv-ig'
ne destacar qhe tratdndose de material humano, los explantes de encia
proporcionaron hermoéos cultivos con notable predominancia de célu-
las epiteliales. Cuando los fragmentos matrices se obtuvieron en for-
ma superficial y en ellos no quedaron comprendidos porciones de las
papilas y estructuras conectivo vasculares, los cultivos obtenidos fue-

)

ron de una extraordinaria pureza y limpieza, constituidos practicame_r_l_

te s6lo por células epiteliales, en forma tal que el crecimiento y forma
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cidn del halo de proliferacién semeja y recuerda a los observados en
los cultivos de cepas puras, figs. 21 y 22. En todo caso, en nuestra
experiencia, estos cultivos superan a otros de explantes epiteliales co

mo los procedentes de piel, mucosa intestinal o gldndulas.

Las células epiteliales, de tamafio y morfologia muy regular y
semejante entre si, crecen en delgadas ldminas dispuestas en monoca
pa, en forma de mosaico. Las células recuerdan, por su morfologla
y disposicidn, a las del estrato espinocelular del cuerpo mucoso de
los epitelios planos poliestratificados, con o sin capas de cornifica-

cién, fig. 23.

Entre las células se advierten espacios a manera de pasillos o
canales de notable regularidad que se ven cruzados por finas y delga-
das prolongaciones celulares que establecen relaciones y contactos in-
tercelulares y que recuerdan a las epiteliofibrillas del estrato espino-
so de los epitelios, figs. 23, 24, 25 y 26. Observaciones prolongadas
de estas células mediante sistemas Opticos que no alteran la estructu-
ra de la materia viva, tales como el contraste de fases, la interferen-
cia policromadtica y el contraste diferencial de interferencias, permi-
ten ver que las finas prolongaciones espinocelulares de las células epi
teliales no son estructuras rigidas, sino, por el coratrario, prolonga-
ciones celulares citopldsmicas muy cambiantes; comparar las imédge-

nes 23 a 1la 26.
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L.os magnificos cultivos en monocapa que se,obirenen a partir de
los explantes de encia humana permiten observar ci: <} hai- de creci-
miento muchos de los procesos morfodindmicos qus tirnen lugar en -
las relaciones celulares. Asi, hemos podido observar que las prolon-
gaciones celulares del tipo epiteliofibrillas son cambiantes y no estati
cas o permanentes como parecen sugerirlo las imdgenes histolégicaé
_en los cortes de los epitelios. Después hemos podido ver como los ca
nales intercelulares también cambian de dimensiones y contienen liqui
do que, en muchos casos, se convierten en depdsitos lacunales de 1iqui

dos, figs. 23 a la 26.

Estas células epiteliales de tipo espinocelular tienen una muy ac
tiva ingestién de liquidos, Pinocitosis; de manera que en su citoplas-
ma se observan numerosas vacuolas que capturadas en la superficie -
celular se dirigen hacia el centro de la célula. Con la ayuda que repre
senta la microcinema;cografi‘a asociada al microscopio y a los moder-
ﬁos sistemas 6pticos resulta impresionante la morfologia dinamicg de

este fendmeno celular de endocitosis.

L.a membrana plasmAdtica de estas células manifiesta una gran ac
tividad, no soélo en los procesos de pinocitosis, sino también, como ya
lo anotamos, en la emisién de prolongaciones filamentosas que estable

cen contacto con las células vecinas y en activos movimientos uc ges-
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ticulacidén que auspician la ingestién de los liquidos (medio nutritivo)

que rodea a las células.

El citoplasma de estas cé€lulas epiteliales es notabfémente claro,
transparente, en €l se advierten abundantes estructuras finas en for-
ma de grdnulos, grumos, vacuolas, vesiculas y canales, figs. 23 a la
30, todas ellas conformando la dotacién de organitos (organelos) que
se relacionan con los momentos de actividad celular; durante el repo-
so de la célula suelen ser escasos y consisten s6lo en granulos y finas
vacuolas; en cambio, durénte los momentos de mayor actividad celular
suelen ser numerosos y de morfologia mas compleja y dispuestos den-
samente en torno al nicleo en donde suelen constituir el aparato yuxta-

nuclear de Golgi, de singular nitidez y belleza en estas células.

Dependiendo de 1a edad del cultivo y en relacién a los cambios de
medio nutritivo pueden observarse numerosas figuras de division ce-
lular mitdésica cariocinética, figs. 23, 28, 29y 30. Con la ayuda de
la microcinematografia pueden registrarse los cambios y todo el pré-
ceso morfodinamico de la célula desde el principio de la mitosis has-
ta el momento en que las dos células se separan. Lo més notable de
este proceso celular son los cambios morfodindmicos que tienen lugar
ea el ndcleo y que culminan con la formacioéon de los cromosomas.

En las diferentes microfotografias que forman las Laminas VII y VIII
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que ilustran nuestros resultados se pueden apreciar numerosas figu-
ras de divisién mitdsica cariocinética, desde la aparicion del filamen
to cromosdémico (profase), la fragmentacién y forn.'lacién de los cro-
mosomas (metafase), el movimiento de los cromosomas y su orienta
cién en el huso acromadtico con desplazamiento hacia la placa ecuato-
rial (anafase), hasta la constitucién de las placas hijas (telofase)
con la formacidn de las dos células hijas. La ciréunstancia de dispo-
ner de cé&lulas vivas cultivadas y observadas con sistemas 4pticos que
no afectan a la materia viva, tales como, el contraste de fases, permi
te observar toda la belleza que constituye la morfologia dindmica de
tan delicada funcidén celular. Las mitosis son numerosas y frecuentes,
el tiempo promedio de una cariocinesis es de 5 a 10 minutos, y en una

hora pueden advertirse centenares de ellas en el halo de crecimiento.
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L.os cambios de medio nutritivo de los cultivos son generalmen-
te seguidos por una mayor actividad mitdsica; sin embargo, -en bue-
nos culti{ms practicamente siempre es posible advertir las mitosis en
cualquier parte del halo; 1o mismo se observan en la periferia, borde

libre del halo, que en la parte media o en la porcién profunda del halo

y en la vecindad del fragmento matriz.

El ndcleo de las células epiteliales es grande, vesiculoso, claro,

suele ser Gnico en cada célula.

L.a membrana nuclear es muy nitida y atn con las limitaciones
de resolucion de los sistemas fotdnicos puede advertirse su estructu
ra de doble membrana. Algunos nilicleos presentan vacuolas claras

que contrastan con zonas vecinas mds densas y.obscuras; figuras de .

las Laminas VIL y VIII.

Ii:regularmente distribuidas en el halo de crecimiento se advier-
ten algunas células epiteliales cuyos nacleoé son polimorfos, segmenta
dos, con lobulaciones muy irregulares; cada segmento o 16bulo nuclear
El nucleolo

suele tener un corpisculo central a manera de nucleolo.

es grande, generalmente maltiple, pero en todo caso, muy grande Y,

al contraste de fases, muy denso y obscuro,
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El estudio del halo de proliferacién y crecimiento epitelial
mediante otros sistemas Opticos, en especial con los de interferencia
policromadtica y de contraste diferencial de interfereiicias, resalta la
existencia de estructuras finamente granulares en el ci tbplasrna -
de las células epiteliales, Lﬁmina IX, figuras 31 a la 34. Estas gra-
nulaciones son irregulares en cantidad, tamafio, atn cuando predomi-
nan las de pequefio y mediano tamafio; son muy diferentes a los orga-
nelos celulares (mitocondrias, vacuolas, etc.), no parecen tener es-
tructura alguna, son anhistos, hialinos, densos al contraste de fases y
hacen firme relieve al contraste diferencial de interferencia. Sus prin
cipales caracteristicas tintoriales histoquimicas les identifican con
granulos de eleidina y queratohialina en el proceso de queratinizacién.

Lia Lamina X ilustra algunos de los principales aspectos que
toman los cultivos que podriamos considerar "'viejos', es decir, cuan-
do han transcurrido méds de 4 a 6 semanas de cultivo in vitro. Las dos
primeras imdgenes, las Figs. 35y 36, formadas por cultivos fijados
enﬂeilcohol metilico y tefiidos segin la té€cnica pandptica de Jacobson,—
muestran los fragmentos matrices en el centro y, rodeados ae magni-
ficos halos de proliferacién practicamente constituidos por mosaico
epitelial; en la Fig. 36, se advierten también algunas puntas filamen-
tosas de células conectivas que hanx‘crecido sobre la ldmina principal

epitelial. También en el fragmento matriz de la Fig. 36 se observan
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cavidades alveolares (en blanco).

Las Figs. 37, 38 y 39 corresponden a detalles de cavidades
ali}eolares que crecen o se desarrollan eﬁ el espesor de las 1dminas
de cultivo, en especial en la vecindad de los fragmentos matrices. En
la Fig. 37, correspondiente al borde de una de esas cavidades alveola
res se distingue con precisién el borde cavitario revestido, a su vez,
por células epiteliales. También se aprecia una fibra que plantea la
determinacién de su origen, pensando que no puede ser nada méds que
conectiva precoldgena o nerviosa. En cultivos subsecuentes se trata-
rd de poner en claro este hallazgo.

Aun cuando el crecimiento de las células epiteliales sea ex-
huberante y pertenezca a cultivos "'viejos" pueden observarse seccio-
nes del halo en las cuales las células epiteliales muestran su caracte-
ristico aspecto de prototipo epitelial. Commo se ilustra en la Fig. 38.

La Fig. 39, muestra el borde de otra cavidad areolar fra-
guada en el espesor del crecimiento epitelial yuxta fragmento matriz.
Estas cavidades y en conjunto, €l aspecto de las ilustraciones que con-
forman la Lamina X sugieren fendmenos de diferenciacidn hisﬁdide y
organoide en los cultivos viejos, desde luego que sin advertir ningin -
plan de arquiestructuracién definida, En todo caso, es muy atractiva
la conducta de los fragmentos de mucosa gingival cultivada in Vi}:;'o ya

que su crecimiento celular es abundante, muy diferenciado, dominante
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Discusioén

En lugar de una discusioén concerniénte a los resultados obte-
nidos al sembrar y cultivar in vitro los tejidos de la cavidad oral, me
parece més indicado hacer algunos comentarios encaminados a exhal-
tar las ventajas que el método del Cultivo de Células y Tejidos repre-
senta y ofrece en la investigacion biomédica de la cavidad oral, no sd
lo desde el punto de vista de la Estomatologia, sino muy en especial
de la Odontologia.

Por los resultados obtenidos y ampliamente ilustrados en las
laminas que acomparfian al texto, puede advertirse que los tejidos pro-
cedentes de la cavidad oral, en especial, la mucosa gingivodental, son
viables, se adaptan a las nuevas condiciones microecoldgicas que re-
presenta el Cultivo in vitro y rdpidamente se expresa su vitalidad en
amplios halos celulares, al principio de emigracién, después de proli-
feracion seguida de diferenciacién celular. La abundancia de divisio-
nes mitésicas en los cultivos es el mejor exponente de esta actividad
proliferativa en relacidén a la gran viabilidad de los explantes. Tam-
bién, de particular importancia biolégica resulta la diferenciacién ce-
:lular que se advierte en las células del halo de crecimiento. Aln cuan-
do en algunos cultivos se observan abundantes fibroblastos, por cierto,

en actividad fibrogénica, la mayor parte de las células que constituyen
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el halo de crecimiento son del prototipo epitelial, variedad basal y es-
pinoso; en estas c;élulas poligonales, en mosaico, laminares, son muy
notables las epiteliofribrillas, y recuerdan rdpidamente a las células
que integran el cuerpo mucoso de Malpighio de la epidermis y de las
mucosas. De manera que las células derivadas de los explantes gingi-
vodentales no sdélo han resistido el traumatismo que representa la to-
ma de la biopsia, las manipulaciones propias de la siembra y del cul-
tivo, sino que se han adaptado rdpida y profundamente a las nuevas con
diciones microecoldgicas del cultivo, in vitro, llegando, por encima -
de la proliferacién, a la diferenciacién morfolégica propia de su pro-
totipo, pero ademds, a la diferenciacion funcional, ya que muchas de
estas células exhiben en su citoplasma figuras de cornificacién en su
nivel de granulos de heleidina y de queratohialina, sin llegar a °~ la
cornificacién total.

Estos hechos biologicos descritos rdpidamente en los cultivos
de explantes de la cavidad oral, son suficientes por si mismos, para
indicar y aplicar el procedimiento del Cultivo de Tejidos y Células a
la cavidad oral. Con estos cultivos se puede proyectar y construir mo
deios biolégicos celulares experimentales que permiten estudiar las

respuestas celulares, tisulares, ante cualquier estimulo natural o pa-

tolégico. .
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La conocida rdpida regeneracién y cicatrizacién de la muco-
sa oral, en especial de la gingivodental, parece encontrar bases y
explicacion bioldgicas en la proliferacién y difere.nciacién celulares en
los cultivos in vitro.

Especial comentario merece la actividad proliferativa de las
células cultivadas, con abundancia de figuras mitdsicas, ya que cons-
tituyen un material celular bioldgico ideal para estudios de citogenéti~
ca pues estaos cultivos tratados con colchicina proporcionan numefosas
figuras mitSsicas en anafase.

L.as observaciones al microscopio pueden hacerse con siste-
ma 6ptico de Contraste de Fases o, después de fijar los cultivos en al-
cohol metilico, se pueden tefiir con las técnicas convencionales de
Jacobson o del Rojo neutro y observarse en Campo Claro. En ambos -
casos las imédgenes de los cromosomas son particularmente bellas y
con ellas se pueden construir valiosos cariotipos. Con estos comenta-
rios no se pretende desplazar o substituir al cultivo de leucocitos por
el de la mucosa gingival, pero ambos procedimientos podrian comple-
tarse uno al otro, en especial en el caso de alteracionés disgenéticas,
en atencién a la que la biopsia de la mucosa gingival es tan sencilla y
simple como tomar una muestra de sangre. La biopsia de mucosa -
gingival puede sembrarse y cultivarse en cdmara de Rose 1o cual per-
mite observaciones repetidas, casi diarias, al microscopio éin dafiar
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a las'célul‘las. Este procedimiento unido a la microfotografia y a la
microcinematografia nos proporciona una secuencia morfodindmica de
la divisiéﬁ celular muy superior en su valor y significado biolégico a
la informacidén que ofrece el cariotipo derivado del cultivo de linfoci -
tos sanguineos.

Sin embargo, el campo de estudio e investigacién al que los
modelos bioldégicos construidos con las células cultivadas in vitro a
partir de los explantes de tejidos bucales, ofrece mayores posibilida-
des de explorar con resultados originales y de gran aplicacién a la CIi_
nica Odontolégica, es el del estudio de la accion farmacodindmica de
las céluias y de los tejidos bucales a sustancias y materiales que se
emplean en Odontologia durante las maniobras propias de la Prétesis
Total, Protesis Parcial, de la Endodoncia, Ortodoncia, Parodoncia, -
Odontologia Preventiva, Odontologia Integral (Amalgamas, incrusta-
ciones, resanar, silicatos, cementos abrasivos, etc.).

La lista de las sustancias que se podrian explorar se antoja
muy la}ga, casi infinita, pero en ella podrian figurar los antibi6ticos,
tanto de aplicacidn topica, local, como los de distribucién sanguinea;
al lado se podrian estudiar extractos y sustancias derivadas de bacte-
rias y flora y fauna normal y flora y fauna normal y patoldgica de la
cavidad oral.

Mediante estos estudios es de esperarse poder entender me-
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jor ese grupo de reacciones celulares y tisulares de la boca en los-
cuales no siempre es facil, y sobre todo, seguro, saber si se trata
-de reacciones tdéxicas, procesos inflamatorios, respuestas bacteria-
nas, intolerancia a medicamentos o materiales dentales, fenémenos
de inmunorespuesta, etc.

A continuacién ofrecemos Lma lista, muy incompleta, pero -
sugerente de los principales sustancias que empledndose en la cavidad
oral, pueden estudiarse en su accidén farmacodindmica sobre las célu-

las y tejidos gingivodentales y mrucosa bucal cultivadas in vitro.
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Corticosteroides (pomadas tépicas en encia).
Anestésicos inyectados y spray (tdpicos).

Astringentes. ‘

Dentrificos.

Enjuagatorios (menos agresores que los astringentes).
Apdsitos.

Desensibilizantes (al dolor de la dentadura).

Materiales dentales (como cemento, curaciones temporales, antisép-
ticos).

Vasoconstrictores.

Cementos dentales.

Formocresol ( momificador‘ del nervio ).
Paramonofenol alcanforado ( momificador del nervio ).

Drogas.

Cigarros.

Proétesis fija y removible ( metales oro, cromo, resinas, acrilicos,
porcelana).

Puentes, placés, Corega (adherentes).

Aparatos de Ortodoncia.

Obturaciones (amalgama, incrustaciones de irne,tayl‘ silicatos, resinas).
Alcohol. '

Farmacos.

Endodoncia (gutapercha).
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Conclusiones

i.’ La mucosa due reviste la cavidad oral, en todos sus diferen-
tes tejidos y en cualquiera de sus situaciones, constituyen magnifico -
material bioldgico para ser cultivados in vitro. 7

2. Con el propésito de relacionar el Cultivo de Células y Teji-
dos in vitro con la Odontologia, los fragmentos explante cultivados se
tomaron de 1la mucosa gingival, 1o que se logra mediante muy sencilla
técnica quirdrgica.

3. Los tejidos de la cavidad oral permiten cultivos primarios -
de largo término (de 4 a 8 semanas) lo que permite observaciones pro-

longadas de histio y citodiferenciacién, sin necesidad de recurrir a -

transplantes.

4, En los fragmentos explantados de mucosa gingival predomina
la proliferacidn epitelial con él desarrollo ulterior de amplios y mag-

nificos halos formados por mosaicos laminares epiteliales.

S. I.os halos epiteliales son del mds puro prototipo epitelial y
morfodindmicamente recuerdan al estrato espinocelular de los epite-

lios poliestratificados, inclusive se observan figuras citologicas de

coru’ificacién . 85



6. Durante las fases de crecimiento del halo con gran prolife-
racidn celular son abundantes’ las divisiones mitOsicas que lucen en
toda su magnifiscencia la belleza de los detalles de las fases de la
division celular. Esto constituye un magnifico material para estudios
genéticos con la formacioén de idiogramas y cariotipos humanos.

7. L.os registros, microfoto y microcinematografico proporcio-
nan imigenes que musstran y exhaltan las propiedades dindmicas vita~
les de las células 'que revisten la cavidad oral y sus posibilidades reac
tivas a procesos bioldgicos como la cicatrizacién.

8. Estos cultivos in vitro representan vélioso material para -~
construir modelos biolégicos celulares exberimenfales con los cuales
estudiar la biologia de las ;élulas y tejidos de la cavidad oral asi como
las respuestas y conducta bioldgica ante la accidén de fArmacos, subs-
tancias y materiales empleados durante las maniobras y tratamientos
odontolégicos.

9. Quiz4 la principal conclusién de esta Tesis sea la proposicion
de que el Cultivo de células y tejidos in vitro se aplique, con las adap--
taciones correspondientes, a la Investigacién y Ensefianza en 1a Odon-
tologia. Los resultados son seguros, el procedimiento es sencillo y

con €l se pueden construir todo género de modelos bioldgicos experi-

mentales.
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~Resumen

En esta Tesis me he propuesto poner de manifiesto la parti-
cular indicacion y ventajas que tienen el Cultivo de Cé&lulas y Tejidos
in vitro en el estudio de la biologia de la cavidad oral, muy en espe- |
cial, desde los puntos de vista de la Odontologia, tanto de las necesi-
dades de la Investigacidon biomédica como de los recursos de la Ense-
fianza.

Los tejidos de la cavidad oral resultan de muy ficil acceso
y la toma de explantes para cultivos in vitro son muy faciles de reali-
zar dentro de las maniobras del ejercicio Odontolégico.

El caudal de informacién morfodindmica biomédica que el -
Cultivo de Células y Tejidos in vitro proporciona es muy abundante y
de valiosa contribucién al mejor conocimiento de la biologia, patologia
y farmacologia de los tejidos de la cavidad oral.

En una primera parte, ademis de una amplia informacién -
histdrica, me permitf una rdpida y breve exposicidon de la esencia, re-
querimientos y técnicas del cultivo de células y tejidos, enfocando -
siempre todo ello hacia .la posibilidad de aplicarlo, iniciarlo y desarro
11arlo en la Odontologia, en nuestra Facultad.

E] Cultivo de Células y Tejidos in vitro, como rama de 1la

Biologia, se inicié hace poco mdis de 80 afios y de una manera u otra
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ha penetrado en las diversas rémas y especialidades de la Medicina y
de la Biologia; contrastando con su escasa aplicacién en la Odontologia,
cuando con lés cé€lulas y tejidos cultivados se pueden armar espléndi-
dos modz=los bioldgicos celulares experimentales que podrian resolver
muchos de los problemas de conducta celular y tisular de la cavidad -

oral.

Esta Tesis va acompafiada de bellas ldminas con imégenes -
de los resultados celulares obtenidos en el cultivo in vitro de explantes
de mucosa gingival y, para la exposicién temética, se dispone de re-

gistros microfoticinematograficos que proporcionan extraordinarias -

imdgenes de conjuncién morfodindmica en células vivas.
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ESQUEMA I

En este esquema se sefialan los 4 sitios de los cuales proce-

den las biopsias de la mucosa oral que fué cultivada in vitro.

a)
b)
, o

d)

Encia libre o encia marginal..
Mucosa palatina lateroanterior.
Mucosa piso de la boca o surco sublingual.

Mucosa vestibular bucal.
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LAMINA I

Maniobras para la toma de la biopsia de los diferentes tipos
de mucosa oral, s6lo se emplearon pinzas de punta fina y curva; el

corte se hiz6 con bisturi. No fué necesario el empleo de anestesia.

L.a hemostasis fué por simple compresiom.

Iy

1. Biopsia de encia libre o encia marginal.
2. Biopsia de mucosa del techo palatino.
3...Biopsia de 1a mucosa del vestibulo bucal.

4. Biopsia de mucosa del piso de la boca (surco sublingual).

92







el 2

7. En cada laminilla se colocan 3 explantes de la biopsia.

8. Se agrega una gota de extracto embrionario de pollo por
cada fragmento.

9. Se mezclan las gotas del extracto embrionario con el -
plasma y los explantes.

10. Después de reposar los cultivos, 10 minutos, se forma
un codgulo, laminar, firmemente adherido a la laminilla
y que contiene los explantes. . )

11, Mediante pinzas con "punta de palita”, las laminillas, -
portando los explantes en el codgulo, se introducen a los
tubos de ensayo donde se cultivaran.

12. Las laminillas-cultivo se dejan reposar unos 15-20 min.
en el tubo de ensayo tapado con tapdn de hule neutro.
Finalmente, se agrega el medio nutritivo, 2 ml. por tubo.

95

Ny



ESQUEMA II

Principales pasos técnicas del cultivo de tejidbS’seng ,

"laminilla flotante" .
1. Toma de 1a biopsia.

2. Los tejidos se reciben en Caja de Petri con solucion sa-
lina balanceada, estéril, pH-7.2.

3. En un portaobjetos excavado de Maximow se tallan los
pequefios fragmentos de la biopsia y se preparan los ex-
plantes.

4. Se colocan las laminillas sobre el portacbjetos de Maxi-
mow.

5. En cada laminilla se colocan 3 gotas de plasma de gallo.

6. Con una navajita se extienden las gotas de plasma para -
formar una pelicula sobre el cubreobjetos.
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LAMINA II

Algunas de las técnicas m4s frecuentes en el Cultivo de -

cé€lulas y tejidos.

Fig. 5.Tallado y preparacién de explantes tisulares.

Fig. 6. Siembra de fragmentos en laminilla flotante con co4-
i gulo de plasma.

+Fig. 7. Siembra en Cdmara de Rose. Este método es parti-

e cularmente Gtil para seguir la evolucidn de los frag-
mentos, permite ver con detalle el crecimiento ce-
lular y nos permite hacer registros cinematografi-
cos.

Fig. 8. Cultivo en Botellas. E] Cultivo de células y tejidos -
o en botellas (de Carrel) permite obtener células en -
- grandes cantidades creciendo en monocapa.
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7 Fig: '

LAMINA IIT

Diverso material de cristal que se emplea en los
métodos de Siembra mads comunes. L.aminillas y
Portaobjetos. Portaobjetos de Maximow. Cajas de
Petri. Matraces. Tubos de ensayo. Botellasde Ca-

rrel), ‘Camara de Rose.

El empleo de bata y mascarilla tapa-bocas, facilita

la antisepsia durante las maniobras de siembra.
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Fig. 11.

. Fig. 12,

Fig. 13.

: Fig.‘ 14,

LAMINA IV

Mucosa gingival humana. Fragmento Matriz. Emer-
gencia de histiocitos en el borde del explante.

Contraste de Fases. 72-100 hrs. de cultivo.

Mucosa gingival humana. Fragmento Martr{z. Lami-
na de células epiteliales empezando a formar el halo
de crecimiento.

Contraste de Fases. 72-100 hrs. de cultivo.

Mucosa gingival humana. Fragmento Matriz. Lami-
na epitelial constituyendo el halo de activo crecimien
to, la cual brotes de células conectivas (fibroblas-
tos) forman un segundo plano de proliferacién.
Coﬁtraste Diferencial de Interferencias. 24-48 hrs.

de cultivo.

Mucosa gingival humana. Borde del fragmento martriz.

Predominacién del prototipo epitelial.
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LAMINA V

Figs. 15, 16, 17 y 18. Mucosa gingival humana. Secuencia -
del crecimiento epitelial desde la formacidn inicial de yemas lami-
nares hasta el desarrollo y predominacion de 14minas y células epi~
teliales puras. Estas imdgenes provienen de cultivos éntre 72 y 100

horas. : N

La Fig. 15 es ejemplo del crecimiento laminar regular conti-
nuo del epitelio, mientras que las Figs. 16, 17 y 18 ilustran, por el
contrario, células epiteliales aisladas, sueltas, que poco a poco, me
diante activa proliferacién se reunen y forman mosaicos epiteliales.

Contraste de Fases 72-100 horas de Cultivo.
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LAMINA VI

Fig. 19, 20, 21 y 22, Mucosa gingival humana. Halo epitelial
a las 3 semanas de Cultivo in Vitro.

Ex;raordinaria pureza de las cé€lulas epiteliales que forman el
halo de crecimiento.

Contraste de Fases.

3 Semanas de Cultivo.
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LAMINA VII

: Figs. 23, 24, 25y 26. Mucosa gingival humana. Halo epitelial.
Las figuras ilustran con lujo de detalles, las ldminas epiteliales en
las cuales las células recuerdan por su mouvrfologi‘a'y relaciones a las
del estrato espinoso de los epitelios poliestratificados (cuerpo muco-
espinoso de Malpighi). L.os detalles celulares son particularmente -
hermosos, asi como los canales intercelulares cruzados por las epi-

teliofibrillas.

Contraste de Fases.

3 Semanas de Cultivo.
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LAMINA VIII

Figs. 27, 28, 29 y 30. Mucosa gingival humana. Magm’ficos
detalles de las cé&lulas epi;eliales del halo de crecimiento. Cambios -~
morfodindmicos entre los que se distinguen los relativos a los ndcleos
en fases del proceso de Muitiplicacién Celular por el mecanismo de -
Mitosis.

Contraste de Fases.

3 Semanas de Cultivo.
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LAMINA IX

Figs. 31, 32, 33 y 34. Mucosa gingival humana. Halo de
crecimiento epitelial. Granulacién de heleidina y de queratohialina

en el proceso de queratinizacidén.

Contraste Diferencial de Interferencias.

3 a 4 Semanas de Cultivo.
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LAMINA X

Figs. 35 y 36. Mucosa gingival humana. Imdgenes pand-
rdmicas de dos fragmentos de mucosa gingival cultivadas in vitro
durante 4 a 5 semanas. En ambas imdgenes es notable la exhube-
racién de crecimiento del halo de proliferacion epitelial. Adviérta-

se en la Fig. 36, el crecimiento filamentoso de células conasctivas.

Figs. 37, 38 y 39. Cambios morfodindmicos histiogénicos
y organoides segin las cuales se forman cavidades y condensacio-
nes en el espesor del halo de crecimiento.
Figs. 35y 36. Técnica de Jacobson.
' Figs. 37, 38 y 39. Contraste de Fases.

5 - 6 Semanas de Cultivo.
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