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ORIGINAL

El objetivo del estudio es aportar más informaciones metodológicas y conceptuales a cerca del efecto del SBF 10% en 
ensayos de viabilidad celular sobre fibroblastos gingivales humanos, con la finalidad de optimizar las condiciones 
experimentales para la obtención de resultados más predictivos. Se utilizarán el ensayo colorimétrico WST-1 para la 
evaluación de proliferación celular, el ensayo de LDH para evaluación de la integridad de membrana celular, el ensayo 
de cuantificación de ADN mediante espectrometría y la microscopía óptica de contraste de fases para observar las 
alteraciones morfológicas. Entre 6 y 24 h, las células sufren poco con la ausencia del SBF 10% y no resulta 
imprescindible su utilización para evaluar proliferación celular y la integridad de membranas plasmática y nuclear. Sin 
embargo, la morfología de las células se altera, de forma intensa, a partir de 6 h de ausencia de SBF 10%, por lo que 
es conveniente utilizarlo para dichos estudios morfológicos.

Palabras clave: suero bovino fetal, viabilidad celular, fibroblastos gingivales humanos, proliferación celular, integridad 
de membrana celular, cuantificación de ADN.

The aim of this study is to improve the methodological and conceptual knowledges about the effect of 10% foetal 
bovine serum in cell viability assays on human gingival fibroblasts, in order to optimize the experimental conditions to 
obtain more predictable results. In this study, different methods were used to determine cell proliferation, cell and 
nuclear membrane integrity and morphological study by using WST-1 assay, LDH assay, DNA quantification and 
phase contrast microscopy. Our results demonstrated that 10% foetal bovine serum deprivation for 6h up to 24h did 
not show changes in terms of cell proliferation, cell and nuclear membrane integrity. However, important 
morphological changes were observed under foetal bovine serum deprivation conditions after 6h. We conclude that, 
10% foetal bovine serum does not result essential its utilization to evaluate cell proliferation and their deprivation do 
not compromise cell survival range and could be suppressed in cell proliferation, cell and nuclear membrane assays 
without affecting the assays results. In contrast, the utilization of 10% foetal bovine serum becomes crucial in 
morphological studies and we strongly recommend 10% foetal bovine serum supplement in morphological studies.

Key words: foetal bovine serum, cell viability, human gingival fibroblasts, cell proliferation, cell membrane integrity, 
DNA quantification.
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1. Introducción
La  Ingeniería tisular es un área en expansión 
que asentada en los conocimientos básicos 
de la histología, tiene por objeto construir 
tejidos  nuevos, funcionalmente  activos  
con la finalidad de  reemplazar o  sustituir  
tejidos u órganos  perdidos o dañados por 
distintas causas (1). Para  generar  nuevos 
tejidos la Ingeniería tisular utiliza tres 
herramientas básicas: células con capacidad 
de renovación, matrices extracelulares, y 
factores de crecimiento. 

Los medios de cultivo, imprescindibles para el 
desarrollo de la Ingeniería tisular, consisten en 
una mezcla de solutos en proporción constante y 
conocida que sirven como nutrientes a las células 
mantenidas in vitro. Los constituyentes comunes 
a todos los medios son aminoácidos, vitaminas, 
sales inorgánicas, glucosa, tampones, minerales 
y suero. El suero representa un suplemento 
necesario para casi todas las líneas celulares y 
enriquecen el medio con una serie de elementos 
que favorecen la proliferación celular (2).
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(Food and Drug Administration) y también 
presente en el cuerpo humano, para mantener o 
transportar las células C2C12 durante cortos 
periodos de tiempo antes de la implantación.   

Teniendo en cuenta que los cultivos celulares se 
utilizan para realizar distintos ensayos de 
citotoxicidad, el uso del SBF, una sustancia que 
posee distintos componentes, puede introducir 
variables en el sistema de cultivo celular. De esa 
forma, dependiendo del tiempo de duración y 
del tipo de ensayo realizados, la ausencia de SBF 
podrá o no afectar los resultados del estudio.

Al existir una serie de situaciones 
experimentales en la que se recomienda no 
utilizar el suero bovino fetal (SBF) en los 
ensayos, el objetivo del presente trabajo fue 
evaluar el efecto de la ausencia del SBF sobre la 
viabilidad celular, en concreto el efecto sobre la 
proliferación celular, la integridad de la 
membrana y la morfología de la célula.  

La detección de la viabilidad celular es crucial en 
varios campos biológicos, como en la 
toxicología, en la farmacología (3) o en el 
estudio de células que se pretenden utilizar 
para la construcción de tejidos artificiales por 
Ingeniería tisular (4). Para investigar en efecto 
la viabilidad de las células mantenidas en 
cultivo se utilizan distintas técnicas que evalúan 
desde los criterios morfológicos, bioquímicos y 
metabólicos (5) hasta los patrones iónicos 
intracelulares por microanálisis por energía 
dispersiva de rayos X (6, 7). 

En un cultivo celular, distintos factores influyen 
en la proliferación y diferenciación celular; 
mientras otros pueden inducir apoptosis, como 
hormonas, toxinas, antígenos, fármacos 
quimioterápicos, carcinógenos, interacciones 
intercelulares, retirada de factores de 
crecimiento y traumas físicos (8). La retirada de 
señales externas, como la ausencia de suero 
bovino fetal en un medio de cultivo, puede 
ocasionar una degradación intracelular de 
proteínas (9), muerte celular (10, 11, 12), 
estrés oxidativo (13) y reducción de las tasas 
de proliferación y alteración de viabilidad 
celular (14). 

Por un lado, existen algunas condiciones 
experimentales que requieren la ausencia de 
suero bovino fetal (SBF), como algunos 
estudios sobre la citotoxicidad de fármacos o 
productos que al someter las células al 
tratamiento con un producto, diluido en medio 
de cultivo,  no suplementan dicho medio con 
SBF (15, 16, 17). En dicho contexto, algunos 
autores, al estudiar la citotoxicidad de la 
clorhexidina, afirman que la ausencia de SBF en 
los ensayos evita la precipitación de dicho 
fármaco en el cultivo (18,19). Seravalli et al 
(20) afirman que la presencia del SBF en 
estudios de citotoxicidad de anestésicos locales 
puede contribuir para qua haya absorción de los 
anestésicos locales por las proteínas del SBF.   

Por otro lado, el uso de suero animal en cultivos 
celulares también soporta una serie de 
desventajas. Dichas desventajas están 
relacionadas con aspectos éticos y de bienestar 
animal (21). En este sentido, la agencia 
europea para evaluación de medicamentos 
(EMEA), aunque permite el uso de SBF, 
recomienda la sustitución del mismo por 
productos de origen no animal o la reducción de 
su uso (22). Con respecto a esto, De Castro et 
al (14), mediante un estudio para evaluar un 
potencial sustituto para el SBF, proponen el 
posible uso de albumina humana sérica (HSA), 
una sustancia con aprobación médica de FDA

Cultivo celular.

Fibroblastos gingivales humanos fueron 
cultivados en DMEM suplementado con 10% de 
Suero Bovino Fetal (SBF 10%) y antibióticos, 
con la densidad de 2 x 104 células/pocillo en una 
placa de 96 pocillos, en una incubadora húmeda 
bajo las condiciones de 95% de aire y 5% CO2 
en 37º C por 48 horas. Después de 48 h de 
cultivo, se consideró el inicio del experimento. En 
este experimento se utilizaron fibroblastos del 
pase tercero (III). 

Retirada del Suero Bovino Fetal (SBF).

En este trabajo se han destinado ocho pocillos 
para cada grupo experimental (6 h, 12 h, 24 h, 
48 h), totalizando en cuatro el número de grupos 
experimentales. Cada grupo experimental de 6 
h, 12 h, 24 h y 48 h fue dividido en dos 
subgrupos: cuatro pocillos para las células 
mantenidas con DMEM sin SBF 10% y cuatro 
pocillos para las células mantenidas con DMEM 
suplementado con SBF 10%, lo que se consideró 
como sus propios grupos  controles. Antes de 
empezar la sustitución de DMEM suplementado 
con SBF 10% por DMEM solo, todos los pocillos 
fueron cambiados por DMEM suplementado con 
SBF 10%, para que hubiera un nuevo aporte de 
nutrientes para las células. En todos los grupos 
experimentales, se eliminó el DMEM con SBF 
10% en los ocho pocillos del grupo sometidos a 
evaluación, se lavó tres veces con PBS y se 
agregó DMEM solo en cuatro pocillos y en los 
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otros cuatro pocillos DMEM con SBF 10%. Dicho 
proceso fue realizado para cada grupo 
experimental, organizando la sustitución de los 
medios de cultivo de forma que las lecturas de 
los ensayos fueran hechas al mismo tiempo. 

Análisis morfológico.

Para evaluar las alteraciones morfológicas de las 
células sometidas a la ausencia del SBF 10%, se 
observaron los fibroblastos mediante un microscopio 
óptico de contraste de fases (Nikon Eclipse i90).     

Ensayo colorimétrico WST-1.

Para evaluar la influencia de la retirada del SBF 
10% en la proliferación celular, el sobrenadante 
de todos los grupos experimentales fue retirado, 
las células fueron lavadas una vez con PBS, el 
reactivo WST-1, preparado anteriormente con 
medio de cultivo (con o sin SBF, de acuerdo a su 
grupo experimental o control), fue agregado en 
la proporción de 10 µl de reactivo para 100 µl de 
medio de cultivo en cada pocillo. Las células 
fueron incubadas durante 4 h de acuerdo con el 
manual de instrucciones del kit. Se realizó la 
lectura en un lector de placas (UVM 340 
Microplate Reader ASYS) utilizando las 
longitudes de onda recomendadas 450 nm – 690 
nm. El ensayo fue realizado por cuadriplicado.

Ensayo LDH.

Para evaluar la influencia de la retirada del SBF 
10% en el mantenimiento de la integridad de la 
membrana celular mediante la detección de la 
enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en el 
medio de cultivo, se retiró el sobrenadante de 
todos los grupos experimentales. En una placa 
de 96 pocillos, una alícuota de 100 µl de 
sobrenadante fue colocada en un pocillo y luego 
se le agregó una alícuota de 100 µl del reactivo 
anteriormente preparado de LDH, de acuerdo al 
manual de instrucciones del kit. Para investigar 
la cantidad de enzima LDH presente en el SBF 
10%, en un pocillo sin células cultivadas se 
agregó DMEM solo y en otro DMEM 
suplementado con SBF 10%. Se realizó la 
lectura en un lector de placas (UVM 340 
Microplate Reader ASYS) utilizando la longitud 
de onda recomendada de 490 nm.  El ensayo fue 
realizado por triplicado.

Cuantificación de ADN.

Para cuantificar el ADN liberado en el medio de 
cultivo por los fibroblastos sometidos a ausencia 
de SBF 10%, se retiró el sobrenadante de todos 
los grupos experimentales.

Una alícuota de 10 µl del sobrenadante fue 
diluida en 90 µl de agua bidestilada. Se realizó la 
lectura mediante espectrometría (SmartSpecTM 
Plus Spectrophotometer BIO-RED) utilizando la 
longitud de onda de 260 nm – 280 nm. El ensayo 
fue realizado por triplicado.

Análisis morfológico.

El análisis de los fibroblastos gingivales humanos 
cultivados sometidos a la ausencia de SBF 10% 
reveló la existencia de alteraciones morfológicas 
a partir de 6 h (Fig.1B). Las células se volvieron 
esféricas. A partir de 12 h, además de esta 
conformación esférica, presentaron cuerpos 
apoptóticos (Fig. 1C).
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Fig. 1. Fibroblastos gingivales humanos cultivados en la 
presencia de SBF 10% mostrando la morfología típica 
fusiforme (A). Fibroblastos gingivales humanos sometidas a 
6 h de ausencia de SBF 10% mostrando la conformación 
redonda de parte de los fibroblastos (B) y a 12 h de ausencia 
de SBF 10% mostrando mayor cantidad de fibroblastos 
redondos y cuerpos apoptóticos (C). Fotomicrografías 
representativas por contraste de fases (10x).

A

B
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Ensayo colorimétrico WST-1.

En los fibroblastos gingivales humanos 
cultivados sometidos a la retirada de SBF 
10%, la proliferación celular se mantuvo en 
niveles parecidos entre los periodos de 6 h 
hasta las 24 h (1.14%, 3.23%, 2.87% de 
reducción de proliferación celular a las 6, 12 y 
24 h, respectivamente), mientras que a las 48 
h hubo una reducción en los niveles de la 
proliferación celular que alcanzó el 15.07%. 
Estos resultados indican que a las 48 h con 
ausencia de SBF 10% las células sufren y son 
dependientes del suero para mantener sus 
tasas de proliferación celular (Fig. 2). 

La Ingeniería tisular es un área de la medicina 
regenerativa que tiene por finalidad construir 
tej idos nuevos, que sean capaces 
funcionalmente de sustituir órganos dañados 
por enfermedades, traumas u otras causas. 
Para lograr eso se utilizan células, cultivadas en 
matrices de distintos  tipos de biomateriales, y 
mantenidas en medios de cultivo que 
contienen, entre otros componentes, factores 
de crecimiento. Evaluar la viabilidad celular es 
imprescindible para el control de calidad de 
esos tejidos. En el presente trabajo, al retirar el 
SBF 10% de los cultivos celulares no hubo 
variaciones importantes en los niveles de 
proliferación celular entre los periodos de 6 h y 
24 h, mientras que a las 48 h se detectó una 
reducción de 15.07%. Abe et al. (11) han 
descrito que bajo la ausencia del suero o 
factores de crecimiento, una parte de los 
fibroblastos gingivales sufre apoptosis, 
mientras otra parte sobrevive y expresa la 
fosfatasa alcalina. 

Ensayo LDH.

En los sobrenadantes de los cultivos de 
fibroblastos gingivales humanos sometidos a la 
ausencia de SBF 10%, la cantidad de la enzima 
lactato deshidrogenasa (LDH) aumentó 
siguiendo una relación tiempo dependiente. 
Cuando fue comparada con sus grupos 
controles, se detectó reducciones de LDH de 
34.79% para 6 h, de 36.90% para 12 h, de 
21% para 24 h y un aumento de 8,72% para 48 
h, indicando características de muerte celular 
por necrosis. La cantidad de LDH liberada 
demostró ser más elevada en los grupos que 
contenían SBF 10% en el medio de cultivo, en 
todos los tiempos evaluados (Fig. 3).

Cuantificación de ADN

En los sobrenadantes de los cultivos de 
fibroblastos gingivales humanos sometidos a la 
ausencia de SBF 10%, los niveles de 
fragmentos de ADN detectados aumentaron 
siguiendo una relación tiempo dependiente. 
Sin embargo, al comparar con sus grupos 
controles, que contenían SBF 10%, hubo una 
reducción tiempo dependiente de la diferencia 
entre ellos (90.58%, 78.46%, 77.48% y 
62.88% para  6,  12,  24  y  48  h  
respectivamente). La cantidad de ADN 
detectada demostró ser más elevada en los 
grupos que contenían SBF 10% en el medio de 
cultivo, en todos los tiempos evaluados (Fig. 
4).

4. Discusión

Fig. 2. Actividad metabólica celular de fibroblastos gingivales 
humanos cultivados con presencia de SBF 10% y con 
ausencia SBF 10% utilizando el ensayo WST-1 (Abs: 
absorbancia).

Fig. 3. Liberación de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) 
en el medio de cultivo de los fibroblastos gingivales humanos 
cultivados con presencia de SBF 10% y ausencia de SBF 
10% (Abs: absorbancia).

Fig. 4. Cantidad de ADN libre detectado en el medio de 
cultivo de los fibroblastos gingivales humanos cultivados con 
presencia de SBF 10% y ausencia de SBF 10%.
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estrés oxidativo que no alteró la viabilidad 
celular, pero demostró ser una condición capaz 
de aumentar la producción de especies 
reactivas de oxígeno (ROS), influenciar el 
metabolismo celular e interferir en el 
comportamiento celular.

En el presente experimento, los niveles de ADN 
detectados en el medio de los fibroblastos 
sometidos a la retirada de SBF 10% 
aumentaron siguiendo una relación tiempo 
dependiente, sin embargo al comparar con sus 
grupos controles, que contenían SBF 10%, 
hubo una reducción tiempo dependiente en la 
cantidad de ADN (90.58%, 78.46%, 77.48% y 
62.88% para  6,  12,  24  y  48  h  
respectivamente). Se observó una mayor 
cantidad de ADN libre en los cultivos que 
contenían DMEM con SBF 10% comparados 
con los grupos que contenían medio DMEM 
solo, debido probablemente a la presencia de 
fragmentos de ADN originados del suero del 
animal donante.  

En relación con el ADN, Bortner et al. (8) han 
descrito distintos tipos de fragmentación con 
respecto a los mecanismos de muerte celular. 

A partir de nuestros resultados sobre la 
cuantificación de ADN, seria conveniente 
evaluar en el futuro las longitudes de los 
fragmentos liberados de ADN para mejor 
conocer los tipos de muerte celular.

De acuerdo a la presente investigación, se 
concluye que los resultados de los ensayos 
utilizados corroboran entre si. Los ensayos 
WST-1 y LDH son igual de sensibles y 
específicos. Entre 6 y 24 h, las células sufren 
poco con la ausencia del SBF 10% y no resulta 
imprescindible utilizarlo en evaluaciones de 
proliferación celular, integridad de membranas 
plasmática y nuclear. Sin embargo, la 
morfología de las células se altera, de forma 
intensa, a partir de 6 h de ausencia de SBF 
10%, por lo que es conveniente utilizarlo para 
dichos estudios morfológicos.      

Por otro lado, M de Castro et al. (14) han 
mostrado que la sustitución del SBF 10% 
por SBF 1%, por 3 días de incubación, causó 
una reducción de 90% en la tasa de 
proliferación celular y de 80% en la 
viabilidad celular mediante el ensayo de 
MTT. Slot et al. (9) han demostrado que, en 
fibroblastos humanos cultivados con la 
ausencia de suero, el aumento de la 
proteolisis involucra los lisosomas y afecta 
solo una subpoblación de proteínas 
celulares.

En la presente investigación, se observó que 
al retirar el SBF 10% del cultivo a las 6 h las 
células se hacen esféricas y a las 12 h 
presentan cuerpos apoptóticos. Kulkarni et al. 
(10) han demostrado que la ausencia de SBF 
causó esfericidad celular, perdida de contacto 
in terce lu lar,  condensac ión ce lu lar,  
compactación de cromatina celular, 
fragmentación nuclear, preservación de la 
integridad de la membrana y organelas, 
ausencia de fragmentación de ADN y 
reducción del calcio intracelular, y han 
concluido que existe una población de células 
apoptót icas y otra potencia lmente 
apoptóticas, pero todavía viables. Por otro 
lado, Leicht et al. (12) han observado la 
presencia de eventos específicos de ambos 
procesos, de apoptosis y necrosis, durante la 
muerte de fibroblastos cardiacos de rata a las 
5 h después de la retirada de suero.

En el presente estudio, se detectó aumentos 
de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH)  
en el medio de cultivo con el tiempo, por lo que 
se puede concluir que la integridad de la 
membrana de las células se alteró, 
permitiendo la liberación de dicha enzima 
citosólica. 

No se encontró mayor liberación de LDH en los 
grupos de 6, 12 y 24 h, sino que la diferencia 
entre dichos grupos experimentales y sus 
grupos controles fue mayor. En el grupo de 48 
h se encontró una liberación más acentuada, 
pues probablemente con este tiempo bajo la 
ausencia de SBF hay una tasa más elevada de 
muerte celular.  Por otro lado, al analizar la 
actividad de LDH en medio DMEM y medio 
DMEM suplementado con SBF 10%, sin 
células, se detecta que existe actividad de 
LDH que es superior en el medio 
suplementado con SBF 10% que en el medio 
que contiene solo DMEM.

Boraldi et al. (13) han mostrado que la 
ausencia de suero por 48 h representa un
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