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Optimización del cultivo de queratinocitos 
humanos para el desarrollo de un modelo de 
piel artificial humana: alternativas celulares 
como capa alimentadora

Resumen
Objetivos: En el presente estudio se persigue optimizar el cultivo de queratinocitos para desarrollar un modelo de piel artificial 
humana. Para ello, se utilizan como capa alimentadora células de origen humano: fibroblastos dérmicos humanos y células 
mesenquimales troncales derivadas de tejido adiposo. Los resultados obtenidos se comparan con los fibroblastos 3T3, capa 
alimentadora de origen murino utilizada desde hace décadas.
Metodología: Se llevó a cabo un estudio experimental, utilizando células de origen humano y células de origen murino subletal-
mente irradiadas, como capa alimentadora para el establecimiento del cultivo de queratinocitos. Se evaluó la tasa de expansión 
celular y la tasa de duplicación en el pase celular de queratinocitos y en la recuperación celular final que se llevó a cabo a las 3 
semanas de cultivo; así como el rendimiento celular y la viabilidad celular, que también se evaluaron en el procesamiento inicial. 
Resultados: Los resultados determinan que los fibroblastos dérmicos humanos irradiados y las células mesenquimales troncales 
derivadas de tejido adiposo pueden actuar como capa alimentadora promoviendo la adhesión y la expansión celular de los 
queratinocitos. Los fibroblastos dérmicos humanos proporcionan resultados equiparables a los obtenidos con los fibroblastos 
3T3 murinos.
Conclusiones: Los fibroblastos dérmicos humanos irradiados proporcionan una capa alimentadora funcional que permite la ex-
pansión in vitro de manera eficaz de los queratinocitos que se van a utilizar con fines clínicos para el desarrollo de un modelo de 
piel artificial humana.

Abstract
Purpose: This study aims to optimize keratinocyte culture to develop an artificial human skin model. For this purpose, human 
cells are used as feeder layer: human dermal fibroblasts and adipose derived mesenchymal stem cells. The results obtained are 
compared with 3T3 fibroblasts, murine feeder layer used for decades.
Methods: We conducted an experimental study using human and murine sub-lethally irradiated cells as feeder layer for the 
establishment of keratinocyte culture. Cell expansion rate and doubling rate were evaluated in the keratinocyte cell passage and 
in the final cell recovery (was carried out at 3 weeks). The yield and viability of keratinocytes were also evaluated in the initial 
processing.
Results: The results determine that irradiated human dermal fibroblasts and irradiated adipose derived mesenchymal stem cells 
can act as feeder layer promoting adhesion and expansion of keratinocytes. Human dermal fibroblasts provide comparable 
results to those obtained with murine 3T3 fibroblasts.
Conclusions: Irradiated human dermal fibroblasts provide a functional feeder layer which allows effectively in vitro expansion of 
keratinocytes to be used for clinical purposes for the development of an artificial human skin model.
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INTRODUCCIÓN: 

La ingeniería tisular (1)(2) constituye un conjunto de téc-
nicas y métodos que permiten diseñar y generar en el labo-
ratorio sustitutos tisulares, tejidos artificiales o constructos 
de origen autólogo o alogénico a partir de células madre y 
biomateriales.

La piel (3) (4), es el mayor órgano funcional del cuerpo 
humano; cubre un área de 1,5 a 2 metros cuadrados en 
un adulto medio. La piel sana representa una barrera 
contra agresiones mecánicas, químicas, tóxicos, calor, frío, 
radiaciones UV y microorganismos patógenos. Además, 
la piel es esencial para el mantenimiento del equilibrio de 
fluidos corporales, el mantenimiento del equilibrio térmico 
y la transmisión de una gran cantidad de información 
externa que accede al organismo por el tacto, la presión, la 
temperatura y los receptores del dolor (5). 

Desde fuera hacia dentro (6), se distinguen tres capas de 
tejido: epidermis, dermis e hipodermis. La epidermis (7) es 
un epitelio plano poliestratificado y queratinizado que cubre 
la totalidad de la superficie corporal. Es la capa de la piel con 
mayor número de células y con una dinámica de recambio 
extraordinariamente grande. El componente celular más 
importante de la epidermis son los queratinocitos, que se 
distribuyen en varios estratos (basal, espinoso, granuloso 
y córneo) y que tienen capacidad para sintetizar queratina, 
proteína filamentosa con una función protectora. 

La piel humana puede estar afectada por múltiples pa-
tologías y las lesiones pueden ser congénitas, traumáticas, 
inflamatorias o infecciosas. Por lo tanto, el desarrollo de un 
sustituto eficiente de piel humana es uno de los principales 
desafíos que enfrenta la ingeniería de tejidos. 

Para generar un modelo de piel humana artificial (8)(9)
(10), es necesario desarrollar un sustituto de estroma dér-
mico con fibroblastos humanos inmersos en su interior (11) 
y posteriormente, cultivar los queratinocitos en la parte su-
perior (12)(13). 

El principal limitante en el desarrollo de un modelo de 
piel humana autóloga para el tratamiento de quemaduras de 
gran extensión (14), es la obtención de un gran número de 
queratinocitos que formen parte de la capa epitelial.

Para la expansión de queratinocitos es necesario la uti-
lización de células alimentadoras que actúen como feeder. 
Para su uso, la capacidad proliferativa de estas células debe 
ser inhibida por radiación. Sin embargo, estas células man-
tienen su actividad metabólica, produciendo los factores 
de crecimiento requeridos por los queratinocitos; siendo la 
función de esta capa alimentadora actuar como un soporte 
celular in vitro.

En el año 1975, Rheinwald y Green (15) establecieron 
el método estándar para la expansión de los queratinocitos 
humanos primarios en cultivo, mediante el uso de un feeder 
de fibroblastos 3T3 de ratón irradiados letalmente, que es-
timulan la adhesión y la proliferación de los queratinocitos.

La elección de una capa alimentadora de fibroblastos se 
presenta como la mejor opción para la expansión a gran es-
cala de los queratinocitos de piel autóloga que se va a utilizar 
para el tratamiento de pacientes con quemaduras graves. En 
un contexto clínico, el uso de células de origen humano en 
lugar de una capa alimentadora de origen murino es necesa-
ria para reducir el riesgo de introducir antígenos animales y 
virus desconocidos. 

El objetivo de este trabajo, es comparar el rendimiento 
a tres semanas de tres líneas celulares que actúan como capa 
alimentadora en el cultivo de queratinocitos: los fibroblastos 
murinos 3T3, los fibroblastos dérmicos humanos y las células 
mesenquimales troncales derivadas de tejido adiposo. 

METODOLOGÍA: 

1. Obtención de células utilizadas como capa alimenta-
dora: feeder

1.1 Fibroblastos 3T3 de origen murino:

Se utilizaron dos líneas celulares de fibroblastos 3T3 de 
origen murino, una perteneciente a la colección Europea (3T3 
Swiss Albino, Sigma, Ref. 85022108-1V, Lote CB2657) y otra 
de la colección Americana (3T3 Swiss Albino, ATCC, CCL-92, 
60770553) adquiridas por la Unidad de Producción Celular e In-
geniería Tisular (UPCIT) del Complejo Hospitalario Universitario 
de Granada. Ambas líneas de fibroblastos 3T3 se descongelaron 
y se expandieron con medio de cultivo específico para el cul-
tivo de fibroblastos (MF): DMEM sin Rojo Fenol (Sigma), 10% 
Suero Fetal Bovino (Sigma), 1% de Glutamina 200 mM (Sigma) y 
Gentamicina 96 µg/ml (Normon). Se estableció un banco celular 
maestro (BCM) y un banco celular de trabajo (BCT).

1.2 Fibroblastos dérmicos humanos (FH):

Los fibroblastos dérmicos humanos (FH) se obtuvieron a 
partir de tejido dérmico de piel abdominal, sobrante de cirugías 
plásticas abdominales previo consentimiento informado del pa-
ciente en cumplimiento de los requisitos de donación de células 
y tejidos humanos (Real Decreto-ley 9/2014, de 4 de Julio). El 
tejido se procesó mecánicamente con ayuda de bisturí y pin-
zas, posteriormente se incubó en una solución de 2 mg/ml de 
colagenasa tipo I (Gibco) durante 18-24 horas. Transcurrido el 
tiempo de digestión enzimática, se neutralizó con el doble de 
volumen de MF y se filtró a través de un filtro estéril de 100 µm. 
La solución resultante, se centrifugó a 300g durante 10 minutos. 
Mediante la solución de Türk (Sigma) se determinó el número 
de células, y la viabilidad celular se estableció utilizando el mé-
todo Azul Tripán (Sigma). Las células se sembraron a una densi-
dad de 100.000-140.000 células/cm2 con medio MF.

1.3 Células mesenquimales troncales derivadas de tejido 
adiposo (ADMSC):

Las células mesenquimales troncales derivadas de tejido 
adiposo (ADMSC) se obtuvieron de tejido adiposo sobrante de 
cirugías plásticas abdominales a través del Biobanco del Sistema 
Público Andaluz previo consentimiento informado del paciente 
en cumplimiento de los requisitos de donación de células y teji-
dos humanos (Real Decreto-ley 9/2014, de 4 de Julio). El tejido 
adiposo se procesó mecánicamente con ayuda de bisturí y pin-
zas, posteriormente se pasó por un molinillo estéril, se incubó 
en una solución de 2 mg/ml de colagenasa A (Roche) durante 2 
horas en agitación. Después de la digestión enzimática, la solu-
ción de digestión se neutralizó con el doble de volumen de MF, 
se centrifugó a 300g durante 10 minutos y se filtró a través de 
una malla de 100 µm. La solución filtrada, se centrifugó a 800g 
durante 10 minutos. El contaje celular se realizó mediante la so-
lución de Türk (Sigma) y la viabilidad celular se determinó utili-
zando el método Azul Tripán (Sigma). Las células se sembraron a 
una densidad de 100.000 células/cm2 con medio MF.

2. Mantenimiento de feeder en cultivo

Las células que actuaron como feeder se mantuvieron en 
cultivo durante el proceso completo de expansión de queratino-
citos, trabajando en superficies comprendidas entre frasco de 
cultivo T25 (25 cm2) hasta factoría de 4 pisos (2520 cm2), bajo 
condiciones estándar de cultivo: 37ºC, 5% de CO2. El pase celu-
lar se estableció al alcanzar las células en cultivo una confluen-
cia superior al 80%. Para el despegue celular se retiró el medio 
de cultivo MF, se realizó un lavado con DPBS y posteriormente 
se incubó con TrypLE Select 1X (Gibco) en proporción 1ml por 
cada 25 cm2 de superficie de cultivo. La solución se neutralizó 
con el doble de volumen de MF, se centrifugó a 800g y se reali-
zó el contaje de células totales y viabilidad celular mediante el 
método Azul Tripán, respectivamente. Las células obtenidas se 
sembraron a una densidad de 2500-5000 células por cm2 con 
medio MF.
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3. Proceso de irradiación

Las células utilizadas como capa alimentadora se irradia-
ron subletalmente.

El proceso de recuperación celular para irradiación se ha 
detallado en el apartado anterior. Las células recuperadas se 
concentraron a 4.000.000 células/ml y se depositaron en un 
tubo estéril de 50 ml sellado con parafilm. El tubo estéril se de-
positó en el interior de un tubo cónico de 500 ml sumergido 
completamente en agua, se colocó en una nevera refrigerada 
2-8ºC y se transportó al Servicio de Medicina Nuclear del Com-
plejo Hospitalario Universitario de Granada. El tubo estéril de 50 
ml que contenía las células se situó en un contenedor metálico 
específico relleno de agua en posición vertical a una distancia 
de 195 mm de la fuente de radiación. La dosis de radiación fue 
50 Gy durante 28 minutos en las líneas 3T3 y FH, salvo la línea 
ADMSC que fue irradiada a 50 Gy y 100 Gy en dos pruebas dife-
rentes (Tabla 1). El equipo empleado fue una unidad de irradia-
ción por rayos gamma BIOBEAM 8000 con una fuente de Cs-137 
de 2000 Ci. 

Transcurrido el tiempo de irradiación, las células se trans-
portaron a la UPCIT en nevera refrigerada 2-8ºC. Se centrifuga-
ron a 800g, para realizar el contaje de células y determinar la 
viabilidad celular con el método Azul Tripán, para la posterior 
siembra de cada feeder.

4. Densidad de siembra como feeder

Las células utilizadas como capa alimentadora previamen-
te irradiadas: fibroblastos 3T3 irradiados (3T3i), fibroblastos 
dérmicos humanos irradiados (FHi) y las células madre mesen-
quimales derivadas de tejido adiposo irradiadas (ADMSCi) se 
sembraron a diferentes concentraciones de siembra el día pre-
vio a la obtención de Queratinocitos (QT). (Tabla 1)

Las cuatro líneas celulares se sembraron en un frasco T75 
(75 cm2) previo a la obtención de queratinocitos durante el pro-
cesamiento inicial F0. En el pase celular F1, se sembraron en 
frascos T225 (225 cm2) pero siempre manteniendo la densidad 
de siembra establecida. 

Los frascos que contenían la capa alimentadora se mantu-
vieron en condiciones estándar de cultivo hasta el día siguien-

te que se realizó la siembra de los queratinocitos obtenidos 
tras el procesamiento inicial del tejido abdominal o durante el 
pase celular F1.

5. Procesamiento inicial de piel abdominal: obtención 
de queratinocitos (QT) primarios

Los queratinocitos (QT) se obtuvieron a partir de piel ab-
dominal y circuncisiones a través del Biobanco del Sistema Sa-
nitario Público Andaluz y el Servicio de Urología del Complejo 
Hospitalario Universitario de Granada, respectivamente; previo 
consentimiento informado del paciente en cumplimiento de 
los requisitos de donación de células y tejidos humanos (Real 
Decreto-ley 9/2014, de 4 de Julio). 

Las muestras de piel abdominal de 9 cm2 de tamaño se 
transportaron en DPBS desde el quirófano al laboratorio para 
el inicio de su procesamiento. En cabina de flujo laminar, se 
mantuvieron en solución de lavado (gentamicina 160 µg/ml, 
vancomicina 20 µg/ml, penicilina 600.000 UI, anfotericina B 
1,25 µg/ml en DPBS) durante 30 minutos. Posteriormente, con 
ayuda de bisturí y pinzas se separó la dermis de la epidermis. 
La epidermis se trituró con ayuda de tijeras y se depositó en un 
tubo estéril de 50 ml que contenía 10 ml de TrypLE Select 10X 
(Gibco) para su digestión enzimática. La digestión se promovió 
mediante agitación durante 15 minutos, aplicando cada 5 minu-
tos una agitación manual y así completar un ciclo de digestión. 
Este mecanismo se realiza durante 9 ciclos más, en los cuales el 
volumen de TrypLE Select 10X aplicado a la muestra de epider-
mis será de 5 ml. Al final de cada ciclo se filtra el contenido del 
tubo a través de una malla de 100 µm y se neutraliza la enzima 
con el doble de volumen de medio específico para el cultivo de 
queratinocitos (MQT): DMEM sin rojo fenol (Sigma), 30% HAM 
F-12 (Sigma), 10% suero fetal bovino (Sigma), 1% L-glutamina 
200 mM (Sigma), triyodo tironina sódica 20 μg/ml (Sigma), hi-
drocortisona 0,4 μg/ml (Sigma), clorhidrato de adenina 24 μg/
ml (Sigma), factor de crecimiento epidérmico 10 μg/ml (Sigma), 
insulina 5 μg/ml (Sigma), gentamicina 96 μg/ml (Normon) y An-
fotericina (Sigma). Después de los 10 ciclos totales, se desecha 
el tejido, la suspensión celular se centrifuga a 300g, se desecha 
el sobrenadante y se añade MQT para la realización del contaje 
celular mediante la solución de Türk y la determinación de la 
viabilidad celular mediante el método Azul Tripán. El número 
total de células obtenidas se sembró en cada frasco T75 sem-
brado previamente con su feeder irradiado el dia anterior.

PROCESAMIENTO INICIAL F0 PASE CELULAR F1

Densidad de siembra F0 Dosis de irradiación 
F0 Densidad de siembra F1 Dosis de irradiación 

F1

Fibroblastos 3T3 (Sigma) 80.000 cél./cm2 50 Gy 80.000 cél./cm2 50 Gy

Fibroblastos 3T3 (ATCC) 40.000 cél./cm2 50 Gy 10.000 cél./cm2 50 Gy

Fibroblastos dérmicos humanos 
(FH) 10.000 cél./cm2 50 Gy 10.000 cél./cm2 50 Gy

Células mesenquimales troncales 
derivadas de tejido adiposo

10.000 cél./cm2 100 Gy 10.000 cél./cm2 100 Gy

10.000 cél./cm2 50 Gy 10.000 cél./cm2 50 Gy

Tabla 1. Tipos celulares utilizados como capa alimentadora de queratinocitos. Dosis de irradiación y densidad de siembra en el procesamiento 
inicial y en el pase celular.
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6. Mantenimiento en cultivo de queratinocitos

Se realiza el seguimiento del cultivo a través de microscopio óp-
tico invertido visualizando la morfología y el estado del cultivo, hasta 
que alcance el 80% de confluencia y se realice el pase celular. Durante 
el tiempo de mantenimiento, cada 48-72 horas se realiza un cambio 
de MQT, se desecha el medio de cultivo del frasco y se añade de nuevo 
MQT atemperado a 37ºC. Es posible observar alguna colonia de fibro-
blastos procedente del procesamiento inicial del tejido, que será elimi-
nada aplicando una tripsina rápida de 1-2 minutos con Tryple Select 1X 
en un volumen de 1 ml por cada 25 cm2, posteriormente se neutraliza 
con medio de cultivo y se desecha, para de nuevo añadir MQT al fras-
co. El frasco se mantiene en el incubador en condiciones estándar de 
cultivo: 37ºC y 5% CO2.

7. Pase celular de queratinocitos

Una vez alcanzada una confluencia superior al 80% se realiza 
el pase celular. El frasco de cultivo de QT se lava con DPBS para rea-
lizar una tripsinización rápida y así poder eliminar cualquier resto de 
feeder que quede en el frasco. Después de la tripsinización rápida, 
se añade TrypLE Select 1X en un volumen de 1 ml por cada 25 cm2 
lavando el frasco, desechándolo y posteriormente se vuelve aplicar 
este volumen de TrypLE Select 1X dejándolo actuar de 15-30 minutos 
en el incubador de CO2. Las células despegadas del frasco, se neutra-
lizan con el doble de volumen de MQT. La suspensión se recupera en 
un tubo estéril de 50 ml, se centrifuga a 500g. Se determina el núme-
ro celular y la viabilidad celular con el método Azul Tripan. El número 
de queratinocitos obtenidos se siembra en frascos de cultivo T225, la 
superficie de cultivo se encuentra cubierta desde el día anterior con 
el feeder irradiado. La densidad de siembra de los queratinocitos es 
de 5000-10000 células/cm2. Trasladamos los frascos al incubador de 
CO2 para el posterior mantenimiento de los QT en cultivo, con cam-
bios de medio cada 48-72 horas.

8. Recuperación final de queratinocitos

A las tres semanas de cultivo de QT se realiza la recuperación final. 
Para ello los frascos T225 se lavan con DPBS, se realiza una tripsina rápida 
con TrypLE Select 1X y posteriormente se incuba con TrypLE Select 1X, en 
volumen de 1 ml cada 25 cm2, dejándolo actuar entre 15-30 minutos en 
el incubador de CO2. Cuando se observa que los queratinocitos se han 
despegado del frasco, se realiza una neutralización con MQT al doble de 
volumen. La suspensión celular se deposita en un falcon de 50 ml y se 
centrifuga a 500g, posteriormente se realiza el contaje total de células y 
la viabilidad celular con el método de Azul Tripán. 

9. Determinación de las variables de estudio

9.1 Número de células y porcentaje de viabilidad celular

La cuantificación de las suspensiones celulares obtenidas, se rea-
lizó utilizando un hemocitómetro (cámara de Neubauer) y aplicando el 
método Azul Tripán. De los pellets de células resuspendidos en un vo-
lumen de medio de cultivo conocido, se tomó una alícuota de 10 µl en 
un microtubo eppendorf de 0,5 ml. A continuación se añadió un 
volumen conocido de Azul Tripán, se homogeneizó bien la sus-
pensión. Se colocó un cubreobjetos sobre la cámara de Neubauer, 
y se cargó 10 µl en la parte superior y 10 µl en la parte inferior. 
La observación de la cámara se realizó bajo microscopio óptico 
invertido. Para cada muestra se contaron los 8 campos de la cá-
mara, obviando las células que se encontraban en los bordes in-
ternos de cada cuadrante. 

Se utilizó el método Azul Tripán para la diferenciación de 
células vivas y muertas. Se trata de un colorante que no penetra 
en las células viables, que al tener su membrana intacta, se ven 
como refringentes, y las células muertas se observan de color azul 
porque el colorante entra a través de su membrana dañada.

La solución de Türk se utilizó para la tinción de células mononu-
cleadas, y determinar las células viables en el procesamiento inicial para 
la obtención de FH, ADMSC y QT.

El número total de células viables existentes en la suspensión celu-
lar original fue determinado usando la siguiente formula:

9.2 Tasa de duplicación celular

La variable tasa de expansión celular se estimó en función del 
número de células obtenidas en relación al número de células sem-
bradas, determinando el número de veces que la población celular 
se incrementa. La fórmula aplicada se resume a continuación:

9.3 Tasa de duplicación celular

En relación a la tasa de expansión celular, se pudo calcular 
la tasa de duplicación celular, para evaluar el número de veces 
que la población se duplicó en función del número de pases. Los 
resultados se expresaron como valores acumulados, aplicando la 
siguiente fórmula:

10. Análisis de las variables de estudio

En cada una de las fases del cultivo celular de queratinocitos 
se analizaron todas las variables de estudio, a excepción del pro-

N = n/8 x FD x Volumen de resuspensión x 104

N = Número de células totales

n = Número de células contadas en toda la cámara

8 = Número de cuadrantes 

FD = Factor de dilución (número de veces que la muestra es diluida en 
Azul Tripán)

Volumen de resuspensión = Volumen total en el cual el pellet es resus-
pendido

104 = Factor de corrección, cálculo en ml, el volumen de muestra es 0,1 
µl

Se determinó el porcentaje de viabilidad celular utilizando la misma pre-
paración utilizada para el recuento celular, aplicando la siguiente fórmula:

% Viabilidad Celular = [Nº Células vivas / (Nº células vivas + Nº 
células muertas)] x 100

Tasa expansión celular = Nº Células obtenidas / Nº células sembradas

De este modo, se obtiene la tasa de expansión celular F1, la tasa de 
expansión celular RF y la tasa de expansión celular total:

Tasa expansión celular F1 = Queratinocitos F1 / Queratinocitos F0

Tasa expansión celular RF = Queratinocitos RF / Queratinocitos F1

Tasa expansión celular total = Queratinocitos RF / Queratinocitos F0

Tasa duplicación celular = log N / log 2

N = Tasa de expansión celular = Nº Células obtenidas / Nº células sembradas

De este modo, se obtiene la tasa de duplicación celular F1, la tasa de duplica-
ción celular RF y la tasa de duplicación celular acumulada:

Tasa duplicación celular F1 = log (Queratinocitos F1 / Queratinocitos F0) / log 2

Tasa duplicación celular RF = log (Queratinocitos RF / Queratinocitos F1) / log 2

Tasa duplicación celular acumulada = Tasa de duplicación celular F1 + Tasa de 
duplicación celular RF
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cesamiento inicial, donde no aplican la tasa de expansión celular 
y la tasa de duplicación celular (Tabla 2).

11. Análisis estadístico 

La representación de los datos obtenidos se realizó como la 
media + error estándar de la media (EEM). Para el análisis de los 
datos se utilizó el programa estadístico R (R Development Core Team 
(2011). R: A language and environment for statistical computing. R 
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). 

Se aplicó un modelo lineal generalizado para el desarrollo del 
análisis estadístico de los datos y se comprobó la distribución normal 
de los residuos. Sobre el modelo lineal, se realizó un análisis de va-
rianza (ANalysis Of VAriance, ANOVA) factorial, para evaluar el efecto 
de cada factor presente, y se aplicó un ajuste white adjust. La varia-
bilidad y la heterogeneidad características de los datos obtenidos a 
partir de muestras biológicas pueden generar el no cumplimiento de 
alguna de las asunciones del modelo, por lo que el ajuste se aplicó en 
todos los casos para asegurar la homocedasticidad en los residuos. 
Una vez realizada la ANOVA, se realizó un análisis post hoc con el test 
de Tukey para todos los factores y así evaluar el grado de significación 
al realizar una comparación entre las clases del factor. Los valores de 
p≤0,05 fueron considerados estadísticamente significativos.

RESULTADOS: 

1. Número de células y porcentaje de viabilidad celular

El número de queratinocitos obtenidos en el procesamiento 
inicial mediante la solución de Türck y en el pase celular mediante la 
técnica Azul Tripán, así como el porcentaje de viabilidad celular en 
todas las fases de cultivo, se detallan en la Tabla 3.

El número de queratinocitos obtenidos no varió significativa-
mente (p>0,05) en función del tipo celular utilizado como feeder. 
Para el análisis estadístico de los valores se aplicó el modelo lineal 
generalizado, y se comprobó que la distribución de residuos se ajus-
taba a una normal. A continuación, se realizó un análisis de varianza 
(ANalysis Of VAriance, ANOVA) unifactorial, sobre el modelo lineal 
generalizado identificando el nivel de significación y se llevó a cabo 
un análisis post hoc con el test de Tukey para la comparación entre 
los tipos celulares utilizados como capa alimentadora (Figura 1).

El porcentaje de viabilidad celular no varió significativamente 
(p>0,05) en función del tipo celular utilizado como capa alimenta-
dora para la expansión en cultivo de queratinocitos (Figura 2).

PROCESAMIENTO 
INICIAL F0

PASE 
CELULAR 

F1

RECUPERACIÓN 
FINAL (RF)

Número de 
células x x x

% de 
viabilidad x x x

Tasa de 
expansión 

celular
N.A. x x

Tasa de 
duplicación 

celular
N.A. x x

Tabla 2. Variables de estudio durante las fases del cultivo celular de 
queratinocitos.

Tabla 3. Número de queratinocitos y porcentaje de viabilidad celular en cada fase de cultivo celular en función del tipo celular utilizado como capa 
alimentadora.

Figura 1. Número de queratinocitos obtenidos en cada fase de culti-
vo celular en función del tipo celular utilizado como feeder. N/S: No 
significación.

Figura 2. Porcentaje de viabilidad celular en función del tipo celular 
utilizado como capa alimentadora en cada fase de cultivo. N/S: No 
significación.

PROCESAMIENTO INICIAL F0 PASE CELULAR F1 RECUPERACIÓN FINAL (RF)

Densidad 
de 

siembra 
F0

Dosis de 
irradiación F0

Queratinocitos 
F0

% de 
Viabilidad 
Celular F0

Densidad 
de 

siembra 
F1

Dosis de 
irradiación 

F1
Queratinocitos 

F1
% de 

Viabilidad 
Celular F1

Queratinocitos 
RF

% de Viabilidad 
Celular RF

Fibroblastos 
3T3 (Sigma)

n=3
80.000 

cél./cm2 50 Gy 3.601.092 84,2
80.000 

cél./cm2 50 Gy 6.252.833 92,1 85.190.833 94,2

Fibroblastos 
3T3 (ATCC)

n=3

 40.000
cél./cm2 50 Gy 3.382.388 85,7 10.000 

cél./cm2
50 Gy 12.883.750 90,6 101.136.417 94,4

Fibroblastos 
dérmicos 

humanos (FH)
n=3

10.000 
cél./cm2 50 Gy 3.892.889 84,9 10.000 

cél./cm2 50 Gy 9.025.370 94,7 84.626.291
95,7
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Los resultados obtenidos cuando se utilizaron las células 
mesenquimales troncales derivadas de tejido adiposo como capa 
alimentadora para el cultivo de queratinocitos en función de la 
dosis de irradiación se reflejan en la Tabla 4.

El número de queratinocitos obtenidos en función de la do-
sis de irradiación de las células mesenquimales troncales deriva-
das de tejido adiposo como feeder se representa en la Figura 3.

El porcentaje de viabilidad celular en función de la dosis de 
irradiación de las células mesenquimales troncales derivadas de 
tejido adiposo utilizadas como capa alimentadora se representa 
en la Figura 4.

2. Tasa de expansión celular

Los valores de la tasa de expansión celular alcanzados en el 
pase celular y en la recuperación final de queratinocitos, así como 
la tasa de expansión celular total al utilizar cada tipo de feeder se 
detallan en la Tabla 5.

La tasa de expansión celular de queratinocitos en el pase ce-
lular no varió significativamente (p>0,05) en función del tipo celu-
lar utilizado como feeder. Tampoco se observaron diferencias signi-
ficativas (p>0,05) en la tasa de expansión celular en la recuperación 
final ni en la tasa de expansión celular total (Figura 5).

Los valores de la tasa de expansión celular de queratinocitos 
obtenidos al utilizar las células mesenquimales troncales derivadas 
de tejido adiposo como capa alimentadora se recogen en la Tabla 6.

La tasa de expansión celular de queratinocitos en el pase 
celular y en la recuperación final solo pudo ser determinada cuan-
do la dosis de irradiación de las células mesenquimales troncales 
derivadas de tejido adiposo fue 100 Gy. La tasa de expansión celu-

lar total fue menor de 1 cuando la dosis de irradiación fue 50 Gy 
(Figura 6).

3. Tasa de duplicación celular

Los valores de tasa de duplicación celular alcanzados en el 
pase celular y en la recuperación final de queratinocitos, así como 
la tasa de duplicación celular acumulada al utilizar cada tipo de fe-
eder se detallan en la Tabla 7.

La tasa de duplicación celular de queratinocitos en el pase 
celular no varió significativamente (p>0,05) en función del tipo ce-
lular utilizado como feeder. Tampoco se observaron diferencias sig-
nificativas (p>0,05) en la tasa de duplicación celular en la recupera-
ción final ni en la tasa de duplicación celular acumulada (Figura 7).

Figura 3. Número de queratinocitos obtenidos en cada fase de cultivo 
celular en función de la dosis de irradiación de la capa alimentadora de 
células mesenquimales troncales derivadas de tejido adiposo.

Figura 4. Porcentaje de viabilidad celular en cada fase de cultivo celular 
en función de la dosis de irradiación de la capa alimentadora de células 
mesenquimales troncales derivadas de tejido adiposo.

Figura 6. Tasa de expansión celular en el pase celular, en la recuperación 
final y total de queratinocitos en función de la dosis de irradiación de la 
capa alimentadora de células mesenquimales troncales derivadas de 
tejido adiposo.

Figura 7. Tasa de duplicación celular en el pase celular, en la recuperación 
final y tasa de duplicación celular acumulada de queratinocitos en 
función de la capa alimentadora. N/S: No significación.

Figura 5. Tasa de expansión celular en el pase celular, en la recuperación 
final y total de queratinocitos en función de la capa alimentadora. N/S: 
No significación.
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PROCESAMIENTO INICIAL F0 PASE CELULAR F1 RECUPERACIÓN FINAL (RF)

Densidad 
de 

siembra 
F0

Dosis de 
irradiación 

F0

Queratinocitos 
F0

% de 
Viabilidad 
Celular F0

Densidad de 
siembra F1

Dosis de 
irradiación 

F1

Queratinocitos 
F1

% de 
Viabilidad 
Celular F1

Queratinocitos 
RF

% de 
Viabilidad 
Celular RF

Células 
mesenquimales 

troncales 
derivadas de 

tejido adiposo 
(ADMSC)

n=1

10.000 
cél./cm2 100 Gy 6.123.000 83,0 

10.000 cél./
cm2 100 Gy 17.878.500 91,0 % 10.582.500 91,0 

Células 
mesenquimales 

troncales 
derivadas de 

tejido adiposo 
(ADMSC)

n=1

10.000 
cél./cm2 50 Gy 11.520.000 80,0 

10.000 cél./
cm2 50 Gy - - 330.000 72, 0 

Tabla 4. Número de queratinocitos y porcentaje de viabilidad celular en cada fase de cultivo celular utilizando células mesenquimales troncales 
derivadas de tejido adiposo como feeder.

Tabla 5. Tasa de expansión celular de queratinocitos en función del tipo de feeder en el pase celular y en la recuperación final.

Tabla 6. Tasa de expansión celular de queratinocitos en cada fase de cultivo celular utilizando células mesenquimales troncales derivadas 
de tejido adiposo como feeder.

PROCESAMIENTO INICIAL F0 PASE CELULAR F1 RECUPERACIÓN FINAL (RF)

Densidad 
de siembra 

F0

Dosis de 
irradiación 

F0

Queratinocitos 
F0

Densidad de 
siembra F1

Dosis de 
irradiación 

F1

Queratinocitos 
F1

Tasa de 
Expansión 
Celular F1

Queratinocitos 
RF

Tasa de 
Expansión 
Celular RF

Tasa de 
Expansión 

Celular Total

Fibroblastos 
3T3 (Sigma)

n=3

80.000 
cél./cm2 50 Gy 3.601.092 80.000 cél./

cm2 50 Gy 6.252.833 1,87 85.190.833 13,97 27,47

Fibroblastos 
3T3 (ATCC)

n=3

40.000
cél./cm2 50 Gy 3.382.388

10.000 cél./
cm2 50 Gy 12.883.750 3,67 101.136.417 8,50 31,13

Fibroblastos 
dérmicos 
humanos 

(FH)
n=3

10.000 
cél./cm2 50 Gy 3.892.889

10.000 cél./
cm2 50 Gy 9.025.370 2,43 84.626.291 9,13 28,10

PROCESAMIENTO INICIAL F0 PASE CELULAR F1 RECUPERACIÓN FINAL (RF)

Densidad 
de siembra 

F0

Dosis de 
irradiación 

F0

Queratinocitos 
F0

Densidad 
de siembra 

F1

Dosis de 
irradiación 

F1

Queratinocitos 
F1

Tasa de 
Expansión 
Celular F1

Queratinocitos 
RF

Tasa de 
Expansión 
Celular RF

Tasa de 
Expansión 

Celular Total

Células 
mesenquimales 

troncales 
derivadas de 

tejido adiposo 
(ADMSC)

n=1

10.000 
cél./cm2 100 Gy 6.123.000 10.000 

cél./cm2 100 Gy 17.878.500 2,92 10.582.500 0,59 1,73

Células 
mesenquimales 

troncales 
derivadas de 

tejido adiposo 
(ADMSC)

n=1

10.000 
cél./cm2 50 Gy 11.520.000 10.000 

cél./cm2 50 Gy - - 330.000 - 0,03
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PROCESAMIENTO INICIAL F0 PASE CELULAR F1 RECUPERACIÓN FINAL (RF)

Densidad 
de siembra 

F0

Dosis de 
irradiación 

F0
Queratinocitos 

F0
Densidad de 
siembra F1

Dosis de 
irradiación F1

Queratinocitos 
F1

Tasa de 
Duplicación 
Celular F1

Queratinocitos 
RF

Tasa de 
Duplicación 
Celular RF

Tasa de 
Duplicación 

Celular 
Acumulada

Fibroblastos 
3T3 (Sigma)

n=3
80.000 

cél./cm2 50 Gy 3.601.092 80.000 cél./
cm2 50 Gy 6.252.833 0,84 85.190.833 3,76 4,60

Fibroblastos 
3T3 (ATCC)

n=3

40.000
cél./cm2 50 Gy 3.382.388

10.000 cél./
cm2 50 Gy

12.883.750
1,88

101.136.417
3,05 4,93

Fibroblastos 
dérmicos 
humanos 

(FH)
n=3

10.000 
cél./cm2 50 Gy

3.892.889 10.000 cél./
cm2 50 Gy

9.025.370
1,07

84.626.291
2,97 4,05

Tabla 7. Tasa de duplicación celular de queratinocitos en el pase celular, la recuperación final y acumulada en función del tipo de feeder.

Tabla 8. Tasa de duplicación celular de queratinocitos en el pase celular, la recuperación final y acumulada utilizando células mesenquimales 
troncales derivadas de tejido adiposo como feeder.

PROCESAMIENTO INICIAL F0 PASE CELULAR F1 RECUPERACIÓN FINAL (RF)

Densidad 
de siembra 

F0

Dosis de 
irradiación 

F0
Queratinocitos 

F0
Densidad de 
siembra F1

Dosis de 
irradiación 

F1
Queratinocitos 

F1
Tasa de 

Duplicación 
Celular F1

Queratinocitos 
RF

Tasa de 
Duplicación 
Celular RF

Tasa de 
Duplicación 

Celular 
Acumulada

Células 
mesenquimales 

troncales 
derivadas de 

tejido adiposo 
(ADMSC)

n=1

10.000 
cél./cm2 100 Gy 6.123.000 10.000 cél./

cm2 100 Gy 17.878.500 1,55 10.582.500 -0,76 0,79

Células 
mesenquimales 

troncales 
derivadas de 

tejido adiposo 
(ADMSC)

n=1

10.000 
cél./cm2 50 Gy 11.520.000 10.000 cél./

cm2 50 Gy - - 330.000 - -5,13

Los valores de la tasa de duplicación celular de queratinocitos 
obtenidos al utilizar las células mesenquimales troncales derivadas 
de tejido adiposo como capa alimentadora se reflejan en la Tabla 8.

La tasa de duplicación celular de queratinocitos en el pase ce-
lular y en la recuperación final solo pudo ser determinada cuando la 
dosis de irradiación de las células mesenquimales troncales derivadas 
de tejido adiposo fue 100 Gy. La tasa de expansión celular acumulada 
fue negativa cuando la dosis de irradiación fue 50 Gy (Figura 8).

DISCUSIÓN:

La optimización del cultivo de queratinocitos representa 
uno de los retos actuales en investigación, debido a su importan-
cia como componente fundamental de la epidermis para el desa-
rrollo de un modelo de piel artificial humana mediante ingeniería 
tisular (13)(16)(17)(18).

En 1975, Rheinwald y Green (15) establecieron las condi-
ciones óptimas para promover el cultivo de queratinocitos medi-
ante el uso de un feeder que favorezca la adhesión y estimule la 
proliferación celular. Este feeder estaba formado por fibroblastos 
3T3 de ratón previamente irradiados (3T3i) para inhibir su pro-
pia multiplicación y actuar como capa alimentadora eficaz de 
queratinocitos.

El avance de la medicina regenerativa ha hecho posible el 
trasplante de piel artificial en humanos, fundamentalmente en 
pacientes con quemaduras de gran extensión. Las láminas de piel 
trasplantadas deben contener un gran número de queratinocitos 
en la superficie garantizando un mínimo porcentaje de trazas de 
fibroblastos 3T3i, para evitar células de origen animal en el sus-
titutivo tisular.

La optimización en el proceso de expansión celular de los 
queratinocitos, ha llevado a muchos grupos de investigación a estu-
diar un feeder alternativo (19)(20), formado por células autólogas 
con el fin de evitar el rechazo por parte del paciente. En nuestro 
modelo de piel artificial humana, el tiempo limitado en cultivo, 
hace imposible el uso de un feeder autólogo. En la mayoría de los 
casos se han utilizado fibroblastos dérmicos humanos irradiados 

Figura 8. Tasa de duplicación celular en el pase celular, en la 
recuperación final y acumulada de queratinocitos en función 
de la dosis de irradiación de la capa alimentadora de células 
mesenquimales troncales derivadas de tejido adiposo.
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(FHi) con resultados equiparables a los obtenidos con fibroblastos 
3T3i murinos (21)(22)(23)(24)(25). 

Los resultados de nuestro estudio también confirman que el 
uso de un feeder de origen humano permite la expansión celular 
de queratinocitos. La utilización de FHi aislados de tejido dérmico, 
ha facilitado la adhesión y la proliferación de los queratinocitos, 
obteniéndose una tasa de expansión de queratinocitos equipara-
ble a la obtenida con la capa alimentadora 3T3i. En 21 días, se ha 
conseguido obtener un elevado número de queratinocitos, con la 
dificultad que supone optimizar el cultivo de este tipo celular en 
un corto periodo de tiempo.

Por otra parte, hemos considerado la opción de utilizar cé-
lulas mesenquimales troncales derivadas de tejido adiposo (AD-
MSCi) como feeder, fuente celular poco explorada y con buenas 
expectativas como alternativa a la utilización de FHi, al proceder 
también de tejido humano y minimizar las posibles complicacio-
nes post-implante. Numerosos grupos de investigación han uti-
lizado células madre de medula ósea con esta finalidad (26), sin 
haberse establecido hasta el momento resultados concluyentes. 
La limitación en la obtención de muestras, ha comprometido el 
desarrollo de nuestro estudio, habiéndose realizado solo una 
prueba para cada dosis de irradiación. Por lo tanto, se plantea la 
necesidad de realizar nuevos estudios con el fin de optimizar el 
procedimiento, debido a que los resultados obtenidos en nuestro 
estudio, no permiten establecer conclusiones.

En este estudio, se ha podido determinar el patrón proliferativo 
de los queratinocitos en cultivo utilizando tres fuentes celulares 
como capa alimentadora: fibroblastos murinos 3T3, fibroblastos 
dérmicos humanos y células mesenquimales troncales derivadas de 
tejido adiposo. La capa alimentadora es fundamental en este proceso 
porque las células que componen esta capa sirven como fuente de 
adhesión, y proporcionan factores de crecimiento. Se ha demostrado 
que con los fibroblastos dérmicos humanos subletalmente 
irradiados como capa alimentadora, los queratinocitos presentan 
una tasa de duplicación equiparable a la obtenida con el feeder 3T3i. 
Estos resultados indican que los fibroblastos dérmicos humanos 
representan un sistema de capa alimentadora adecuada para 
soportar el cultivo de queratinocitos humanos primarios (27)(28).

El estudio llevado a cabo presenta una serie de limitaciones 
como son el número de repeticiones realizadas para cada tipo 
celular (n=3) que es el “n” mínimo para considerar un estudio 
representativo. Además, ha sido necesario adaptar la densidad de 
siembra en función del tipo celular utilizado como feeder; incluso 
de los fibroblastos 3T3 murinos procedentes de casas comerciales 
diferentes. En este sentido, para el desarrollo de nuestro modelo 
de piel artificial humana, resulta interesante utilizar una menor 
densidad de siembra garantizando una menor presencia de feeder 
en los queratinocitos que se incorporen como capa epitelial en el 
sustitutivo tisular. Por último, se plantea la posibilidad de realizar 
la determinación de la viabilidad celular mediante técnicas más 
avanzadas en estudios posteriores.

Con todo esto, a pesar de tener un número bajo de repeti-
ciones, actualmente podemos considerar los fibroblastos dérmi-
cos humanos como feeder alternativo a los fibroblastos 3T3 muri-
nos. Utilizando una menor densidad de siembra, se han obtenido 
resultados similares en cuanto a número de queratinocitos, por-
centaje de viabilidad celular, tasa de expansión celular y tasa de 
duplicación celular, en el mismo tiempo de cultivo, suprimiendo 
la utilización de células de origen murino.

CONCLUSIÓN:

Los fibroblastos dérmicos humanos irradiados se presen-
tan como capa alimentadora alternativa a los fibroblastos 3T3 
murinos para promover la expansión celular de queratinocitos. 
Los fibroblastos dérmicos humanos irradiados proporcionan una 
capa alimentadora funcional que permite la expansión in vitro de 
manera eficaz de los queratinocitos que se van a utilizar con fines 
clínicos para el desarrollo de un modelo de piel artificial humana.
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