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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.

Metodologia: Se llevo 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 evalud la tasa de expansion
celulary la tasa de duplicacién en el pase celular de queratinocitos y en la recuperacion celular final que se llevé a cabo a las 3
semanas de cultivo; asi 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 adhesion y la expansién 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-
pansidn in vitro de manera eficaz de los queratinocitos que se van a utilizar con fines clinicos 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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INTRODUCCION:

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

La piel (3) (4), es el mayor drgano funcional del cuerpo
humano; cubre un area de 1,5 a 2 metros cuadrados en
un adulto medio. La piel sana representa una barrera
contra agresiones mecanicas, quimicas, toxicos, calor, frio,
radiaciones UV y microorganismos patdégenos. Ademas,
la piel es esencial para el mantenimiento del equilibrio de
fluidos corporales, el mantenimiento del equilibrio térmico
y la transmisién de una gran cantidad de informacién
externa que accede al organismo por el tacto, la presion, 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 numero de células y con una dindmica de recambio
extraordinariamente grande. El componente celular mas
importante de la epidermis son los queratinocitos, que se
distribuyen en varios estratos (basal, espinoso, granuloso
y cérneo) y que tienen capacidad para sintetizar queratina,
proteina filamentosa con una funcidn protectora.

La piel humana puede estar afectada por multiples pa-
tologias y las lesiones pueden ser congénitas, traumaticas,
inflamatorias o infecciosas. Por lo tanto, el desarrollo de un
sustituto eficiente de piel humana es uno de los principales
desafios que enfrenta la ingenieria 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 autdloga para el tratamiento de quemaduras de
gran extension (14), es la obtencién de un gran numero de
queratinocitos que formen parte de la capa epitelial.

Para la expansion de queratinocitos es necesario la uti-
lizacién de células alimentadoras que actien como feeder.
Para su uso, la capacidad proliferativa de estas células debe
ser inhibida por radiacién. Sin embargo, estas células man-
tienen su actividad metabdlica, produciendo los factores
de crecimiento requeridos por los queratinocitos; siendo la
funcion de esta capa alimentadora actuar como un soporte
celular in vitro.

En el afio 1975, Rheinwald y Green (15) establecieron
el método estandar para la expansion de los queratinocitos
humanos primarios en cultivo, mediante el uso de un feeder
de fibroblastos 3T3 de ratdn irradiados letalmente, que es-
timulan la adhesidn y la proliferacion de los queratinocitos.

La eleccion de una capa alimentadora de fibroblastos se
presenta como la mejor opcién para la expansién a gran es-
cala de los queratinocitos de piel autéloga que se va a utilizar
para el tratamiento de pacientes con quemaduras graves. En
un contexto clinico, 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 antigenos animales y
virus desconocidos.

El objetivo de este trabajo, es comparar el rendimiento
a tres semanas de tres lineas celulares que actian 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.
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METODOLOGIA:

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

1.1 Fibroblastos 3T3 de origen murino:

Se utilizaron dos lineas celulares de fibroblastos 3T3 de
origen murino, una perteneciente a la coleccion Europea (3T3
Swiss Albino, Sigma, Ref. 85022108-1V, Lote CB2657) y otra
de la coleccién Americana (3T3 Swiss Albino, ATCC, CCL-92,
60770553) adquiridas por la Unidad de Produccién Celular e In-
genieria Tisular (UPCIT) del Complejo Hospitalario Universitario
de Granada. Ambas lineas de fibroblastos 3T3 se descongelaron
y se expandieron con medio de cultivo especifico 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 pg/ml (Normon). Se establecid 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 cirugias
plasticas abdominales previo consentimiento informado del pa-
ciente en cumplimiento de los requisitos de donacién de células
y tejidos humanos (Real Decreto-ley 9/2014, de 4 de Julio). El
tejido se procesd mecanicamente con ayuda de bisturi y pin-
zas, posteriormente se incubd en una solucién de 2 mg/ml de
colagenasa tipo | (Gibco) durante 18-24 horas. Transcurrido el
tiempo de digestion enzimatica, se neutralizé con el doble de
volumen de MF y se filtré a través de un filtro estéril de 100 um.
La solucidn resultante, se centrifugd a 300g durante 10 minutos.
Mediante la solucion de Tirk (Sigma) se determind el nimero
de células, y la viabilidad celular se establecié utilizando el mé-
todo Azul Tripan (Sigma). Las células se sembraron a una densi-
dad de 100.000-140.000 células/cm? 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
cirugias plasticas abdominales a través del Biobanco del Sistema
Publico Andaluz previo consentimiento informado del paciente
en cumplimiento de los requisitos de donacidn de células y teji-
dos humanos (Real Decreto-ley 9/2014, de 4 de Julio). El tejido
adiposo se procesé mecdnicamente con ayuda de bisturi y pin-
zas, posteriormente se pasé por un molinillo estéril, se incubo
en una solucién de 2 mg/ml de colagenasa A (Roche) durante 2
horas en agitacion. Después de la digestion enzimatica, la solu-
cion de digestion se neutralizo con el doble de volumen de MF,
se centrifugd a 300g durante 10 minutos y se filtré a través de
una malla de 100 um. La solucion filtrada, se centrifugd a 800g
durante 10 minutos. El contaje celular se realizé6 mediante la so-
lucion de Turk (Sigma) y la viabilidad celular se determiné utili-
zando el método Azul Tripan (Sigma). Las células se sembraron a
una densidad de 100.000 células/cm? con medio MF.

2. Mantenimiento de feeder en cultivo

Las células que actuaron como feeder se mantuvieron en
cultivo durante el proceso completo de expansidn de queratino-
citos, trabajando en superficies comprendidas entre frasco de
cultivo T25 (25 cm?) hasta factoria de 4 pisos (2520 cm?), bajo
condiciones estandar de cultivo: 372C, 5% de CO,. El pase celu-
lar se establecio al alcanzar las células en cultivo una confluen-
cia superior al 80%. Para el despegue celular se retiré el medio
de cultivo MF, se realizé un lavado con DPBS y posteriormente
se incubd con TrypLE Select 1X (Gibco) en proporcidon 1ml por
cada 25 cm? de superficie de cultivo. La solucidn se neutralizo
con el doble de volumen de MF, se centrifugd a 800g vy se reali-
z6 el contaje de células totales y viabilidad celular mediante el
método Azul Tripan, respectivamente. Las células obtenidas se
sembraron a una densidad de 2500-5000 células por cm? con
medio MF.
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3. Proceso de irradiacion

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

El proceso de recuperacion celular para irradiacion 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-
posité en el interior de un tubo cénico de 500 ml sumergido
completamente en agua, se colocd en una nevera refrigerada
2-82C y se transporto al Servicio de Medicina Nuclear del Com-
plejo Hospitalario Universitario de Granada. El tubo estéril de 50
ml que contenia las células se situd en un contenedor metalico
especifico relleno de agua en posicién vertical a una distancia
de 195 mm de la fuente de radiacion. La dosis de radiacién fue
50 Gy durante 28 minutos en las lineas 3T3 y FH, salvo la linea
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-
cion por rayos gamma BIOBEAM 8000 con una fuente de Cs-137
de 2000 Ci.

Transcurrido el tiempo de irradiacidn, las células se trans-
portaron a la UPCIT en nevera refrigerada 2-82C. Se centrifuga-
ron a 800g, para realizar el contaje de células y determinar la
viabilidad celular con el método Azul Tripan, 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 dia pre-
vio a la obtencién de Queratinocitos (QT). (Tabla 1)

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

Los frascos que contenian la capa alimentadora se mantu-
vieron en condiciones estandar de cultivo hasta el dia siguien-
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te que se realizé 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: obtencion
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 Publico Andaluz y el Servicio de Urologia del Complejo
Hospitalario Universitario de Granada, respectivamente; previo
consentimiento informado del paciente en cumplimiento de
los requisitos de donacién de células y tejidos humanos (Real
Decreto-ley 9/2014, de 4 de Julio).

Las muestras de piel abdominal de 9 cm? de tamafio se
transportaron en DPBS desde el quiréfano al laboratorio para
el inicio de su procesamiento. En cabina de flujo laminar, se
mantuvieron en solucién de lavado (gentamicina 160 pg/ml,
vancomicina 20 ug/ml, penicilina 600.000 Ul, anfotericina B
1,25 pg/ml en DPBS) durante 30 minutos. Posteriormente, con
ayuda de bisturi y pinzas se separd la dermis de la epidermis.
La epidermis se triturd con ayuda de tijeras y se deposité en un
tubo estéril de 50 ml que contenia 10 ml de TrypLE Select 10X
(Gibco) para su digestion enzimatica. La digestién se promovid
mediante agitacion durante 15 minutos, aplicando cada 5 minu-
tos una agitacién manual y asi completar un ciclo de digestion.
Este mecanismo se realiza durante 9 ciclos mas, en los cuales el
volumen de TrypLE Select 10X aplicado a la muestra de epider-
mis serd de 5 ml. Al final de cada ciclo se filtra el contenido del
tubo a través de una malla de 100 pm y se neutraliza la enzima
con el doble de volumen de medio especifico 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 sddica 20 ug/ml (Sigma), hi-
drocortisona 0,4 ug/ml (Sigma), clorhidrato de adenina 24 ug/
ml (Sigma), factor de crecimiento epidérmico 10 pg/ml (Sigma),
insulina 5 pg/ml (Sigma), gentamicina 96 pg/ml (Normon) y An-
fotericina (Sigma). Después de los 10 ciclos totales, se desecha
el tejido, la suspensién celular se centrifuga a 300g, se desecha
el sobrenadante y se aflade MQT para la realizacién del contaje
celular mediante la solucion de Tiirk y la determinacion de la
viabilidad celular mediante el método Azul Tripan. El nimero
total de células obtenidas se sembré en cada frasco T75 sem-
brado previamente con su feeder irradiado el dia anterior.

PROCESAMIENTO INICIAL FO

PASE CELULAR F1

Densidad de siembra FO

Dosis de irradiacion

. . Dosis de irradiacion
Fo Densidad de siembra F1 F1

Fibroblastos 3T3 (Sigma) 80.000 cél./cm?

Fibroblastos dérmicos humanos
(FH)

10.000 cél./cm?

50 Gy 80.000 cél./cm? 50 Gy

10.000 cél./cm?

Tabla 1. Tipos celulares utilizados como capa alimentadora de queratinocitos. Dosis de irradiacion 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 p-
tico invertido visualizando la morfologia 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 afiade de nuevo
MQT atemperado a 372C. Es posible observar alguna colonia de fibro-
blastos procedente del procesamiento inicial del tejido, que sera elimi-
nada aplicando una tripsina rapida de 1-2 minutos con Tryple Select 1X
en un volumen de 1 ml por cada 25 cm?, posteriormente se neutraliza
con medio de cultivo y se desecha, para de nuevo afiadir MQT al fras-
co. El frasco se mantiene en el incubador en condiciones estandar de
cultivo: 372Cy 5% CO,.

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 tripsinizacion rapida y asi poder eliminar cualquier resto de
feeder que quede en el frasco. Después de la tripsinizacidn rapida,
se afiade TrypLE Select 1X en un volumen de 1 ml por cada 25 cm?
lavando el frasco, desechandolo y posteriormente se vuelve aplicar
este volumen de TrypLE Select 1X dejandolo actuar de 15-30 minutos
en el incubador de CO,. Las células despegadas del frasco, se neutra-
lizan con el doble de volumen de MQT. La suspension se recupera en
un tubo estéril de 50 ml, se centrifuga a 500g. Se determina el niUme-
ro celulary la viabilidad celular con el método Azul Tripan. El nimero
de queratinocitos obtenidos se siembra en frascos de cultivo T225, la
superficie de cultivo se encuentra cubierta desde el dia anterior con
el feeder irradiado. La densidad de siembra de los queratinocitos es
de 5000-10000 células/cm?. Trasladamos los frascos al incubador de
CO, para el posterior mantenimiento de los QT en cultivo, con cam-
bios de medio cada 48-72 horas.

8. Recuperacion final de queratinocitos

A las tres semanas de cultivo de QT se realiza la recuperacion final.
Para ello los frascos T225 se lavan con DPBS, se realiza una tripsina rapida
con TrypLE Select 1Xy posteriormente se incuba con TrypLE Select 1X, en
volumen de 1 ml cada 25 cm?, dejandolo actuar entre 15-30 minutos en
el incubador de CO,. Cuando se observa que los queratinocitos se han
despegado del frasco, se realiza una neutralizacion con MQT al doble de
volumen. La suspension celular se deposita en un falcon de 50 mly se
centrifuga a 500g, posteriormente se realiza el contaje total de células y
la viabilidad celular con el método de Azul Tripan.

9. Determinacion de las variables de estudio
9.1 Numero de células y porcentaje de viabilidad celular

La cuantificacion de las suspensiones celulares obtenidas, se rea-
lizé utilizando un hemocitémetro (cdmara de Neubauer) y aplicando el
método Azul Tripan. De los pellets de células resuspendidos en un vo-
lumen de medio de cultivo conocido, se tomd una alicuota de 10 pl en
un microtubo eppendorf de 0,5 ml. A continuacidn se afnadié un
volumen conocido de Azul Tripan, se homogeneizd bien la sus-
pensidn. Se colocd un cubreobjetos sobre la cdmara de Neubauer,
y se cargd 10 pl en la parte superior y 10 pl en la parte inferior.
La observacion de la cdmara se realizd bajo microscopio dptico
invertido. Para cada muestra se contaron los 8 campos de la ca-
mara, obviando las células que se encontraban en los bordes in-
ternos de cada cuadrante.

Se utilizdé el método Azul Tripan para la diferenciacion 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 dafiada.

La solucién de Turk se utilizd para la tincién de células mononu-
cleadas, y determinar las células viables en el procesamiento inicial para
la obtencién de FH, ADMSCy QT.

El nimero total de células viables existentes en la suspension celu-
lar original fue determinado usando la siguiente formula:
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N =n/8 x FD x Volumen de resuspensién x 10*

N = Numero de células totales
n = NUmero de células contadas en toda la cdmara
8 = NUmero de cuadrantes

FD = Factor de dilucion (nimero de veces que la muestra es diluida en
Azul Tripan)

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

10*= Factor de correccidn, célculo en ml, el volumen de muestra es 0,1
pl

Se determind el porcentaje de viabilidad celular utilizando la misma pre-
paracion utilizada para el recuento celular, aplicando la siguiente formula:

% Viabilidad Celular = [N2 Células vivas / (N2 células vivas + N
células muertas)] x 100

9.2 Tasa de duplicacion celular

La variable tasa de expansidn celular se estimé en funcién del
numero de células obtenidas en relacién al nimero de células sem-
bradas, determinando el nimero de veces que la poblacién celular
se incrementa. La formula aplicada se resume a continuacion:

Tasa expansion celular = N2 Células obtenidas / N2 células sembradas

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

Tasa expansion celular F1 = Queratinocitos F1 / Queratinocitos FO

Tasa expansion celular RF = Queratinocitos RF / Queratinocitos F1

Tasa expansion celular total = Queratinocitos RF / Queratinocitos FO

9.3 Tasa de duplicacion celular

En relacion a la tasa de expansion celular, se pudo calcular
la tasa de duplicacion celular, para evaluar el nimero de veces
que la poblacién se duplicé en funcion del nimero de pases. Los
resultados se expresaron como valores acumulados, aplicando la
siguiente formula:

Tasa duplicacion celular =log N / log 2

N = Tasa de expansion celular = N2 Células obtenidas / N2 células sembradas

De este modo, se obtiene la tasa de duplicacion celular F1, la tasa de duplica-
cion celular RF y la tasa de duplicacién celular acumulada:

Tasa duplicacion celular F1 = log (Queratinocitos F1 / Queratinocitos FO) / log 2

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

Tasa duplicacion celular acumulada = Tasa de duplicacion celular F1 + Tasa de
duplicacion celular RF

10. Analisis de las variables de estudio

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

Optimizacion del cultivo de queratinocitos para el desarrollo de un modelo de piel artificial humana



Ana Ferndndez Gonzdlez 89

cesamiento inicial, donde no aplican la tasa de expansién celular El nimero de queratinocitos obtenidos no varié significativa-
y la tasa de duplicacion celular (Tabla 2). mente (p>0,05) en funcién del tipo celular utilizado como feeder.
Para el analisis estadistico de los valores se aplico el modelo lineal
generalizado, y se comprobé que la distribucion de residuos se ajus-

PROCESAMIENTO PASE RECUPERACION taba a una normal. A continuacién, se realizé un andlisis de varianza
INICIAL FO CELULAR FINAL (RF) (ANalysis Of VAriance, ANOVA) unifactorial, sobre el modelo lineal
El generalizado identificando el nivel de significacién y se llevé a cabo
Ndmero de X X X un analisis post hoc con el test de Tukey para la comparacién entre
células los tipos celulares utilizados como capa alimentadora (Figura 1).
% de
viabilidad X X x =
Tasa de TGOCEANR] —
expansion N.A. X X 8 140000000 =
celular ‘g 120000000
Tasa de £ 100000000 L
dugémgirén N.A. X X % 80000000
% GODOD000
Tabla 2. Variables de estudio durante las fases del cultivo celular de % 40000000 N/s N/s
queratinocitos. 20000000 I )
o i == - .
Procesamiento inicial Pase celular (F1) Recuperacion final (RF)
11. Andlisis estadistico i
Fase de cultivo
lLa representacion de los datqs obtenidos se reallgg como la m3T35gma M3TIATCC mFH
media + error estandar de la media (EEM). Para el analisis de los
datos se utiliz6 el programa estadistico R (R Development Core Team Figura 1. Numero de queratinocitos obtenidos en cada fase de culti-
(2011). R: A language and environment for statistical computing. R vo celular en funcién del tipo celular utilizado como feeder. N/S: No
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). significacion.
Se aplicd un modelo lineal generalizado para el desarrollo del
analisis estadistico de los datos y se comprobd la distribuciéon normal El porcentaje de viabilidad celular no varid significativamente
de los residuos. Sobre el modelo lineal, se realizé un andlisis de va- (p>0,05) en funcién del tipo celular utilizado como capa alimenta-
rianza (ANalysis Of VAriance, ANOVA) factorial, para evaluar el efecto dora para la expansién en cultivo de queratinocitos (Figura 2).
de cada factor presente, y se aplicd un ajuste white adjust. La varia-
bilidad y la heterogeneidad caracteristicas de los datos obtenidos a
partir de muestras bioldgicas pueden generar el no cumplimiento de
alguna de las asunciones del modelo, por lo que el ajuste se aplicé en 98
todos los casos para asegurar la homocedasticidad en los residuos. 96
Una vez realizada la ANOVA, se realizé un analisis post hoc con el test 5 94
de Tukey para todos los factores y asi evaluar el grado de significacion 3 2
al realizar una comparacion entre las clases del factor. Los valores de S 9
p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos. E 88
'-,l; 86
> wm
; 82
RESULTADOS: 80
78
1. Numero de células Yy porcentaje de viabilidad celular Procesamiento inicial (FO) Pase celular (F1) Recuperacion final (RF)
Fase de cultivo
El nimero de queratinocitos obtenidos en el procesamiento
inicial mediante la solucién de Tiirck y en el pase celular mediante la Figura 2. Porcentaje de viabilidad celular en funcion del tipo celular
técnica Azul Tripan, asi como el porcentaje de viabilidad celular en utilizado como capa alimentadora en cada fase de cultivo. N/S: No
todas las fases de cultivo, se detallan en la Tabla 3. significacion.
PROCESAMIENTO INICIAL FO PASE CELULAR F1 RECUPERACION FINAL (RF)
D'end5édad _ Dosis fie Queratinocitos Vi:/gicliizad Dén;édad ir[r):dsii:c(?gn Queratinocitos Vian/gi(ljizad Queratinocitos % de Viabilidad
S|erFrE’bra irradiacion FO FO Celular FO 5|erg11bra F1 F1 Celular F1 RF Celular RF
Fibroblastos
313 .(15=i§ma) csé?.'/oc% 50 Gy 3.601.092 84,2 csé?./(::(:gz 50 Gy 6.252.833 92,1 85.190.833 94,2

Fibroblastos
dérmicos 10.000 10.000
humanoss (FH) cél.fem? 50 Gy 3.892.889 84,9 Al s 50 Gy 9.025.370 94,7 84.626.291 o7
n= )

Tabla 3. Numero de queratinocitos y porcentaje de viabilidad celular en cada fase de cultivo celular en funcion del tipo celular utilizado como capa
alimentadora.
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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 funcion de la
dosis de irradiacion se reflejan en la Tabla 4.

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

20.000.000
18.000.000
16.000.000
14.000.000
12,000,000
10,000,000

e . I I
0

N2 de Queratinocitos

8.000.000
4,000,000
2.000.000

Procesamiento inicial
(FO)

Pase celular (F1) Recuperacién final (RF)
Fase de cultivo

m ADMSC 100 Gy ADMSC 50 Gy

Figura 3. Numero de queratinocitos obtenidos en cada fase de cultivo
celular en funcién de la dosis de irradiacion de la capa alimentadora de
células mesenquimales troncales derivadas de tejido adiposo.

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

% de Viabilidad

0,00
Procesamiento inicial (FO)

Pase celular (F1) Recuperacidn final (RF)
Fase de cultivo

| ADMSC 100 Gy ADMSC 50 Gy

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

2. Tasa de expansion celular

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

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

Los valores de la tasa de expansion 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 expansion celular de queratinocitos en el pase
celular y en la recuperacion final solo pudo ser determinada cuan-
do la dosis de irradiacion de las células mesenquimales troncales
derivadas de tejido adiposo fue 100 Gy. La tasa de expansion celu-
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lar total fue menor de 1 cuando la dosis de irradiacion fue 50 Gy
(Figura 6).

)

2 /s
5 I
=2 50
2
g
e 40
]
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w 20 1 | ]
-] " |
-3 N/S
" T |

o e B T .

Paso celular (F1) Recuperacion final (RF) Total
Fase de cultivo
m3T3Sigma wW3ITIATCC mFH

Figura 5. Tasa de expansion celular en el pase celular, en la recuperacion
final y total de queratinocitos en funcion de la capa alimentadora. N/S:
No significacion.

Tasa de expansion celular

Pase celular (F1) Recuperacidn final (RF) Tanal

Fase de cultivo

B 100Gy m50Gy

Figura 6. Tasa de expansion celular en el pase celular, en la recuperacion
final y total de queratinocitos en funcion de la dosis de irradiacion de la
capa alimentadora de células mesenquimales troncales derivadas de
tejido adiposo.

3. Tasa de duplicacion celular

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

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

6,00 N,’S
= |
5 500 N/s . AL
2 | I |
g
e 400 T -
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i
; 3,00 N/S o R
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3
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2 100 T ! )
- o

0,00 . -

Pase celular (F1) Recuperacidn final (RF) Acumulada
Fase de cultivo
W3T35gma W3TIATCC WFH

Figura 7. Tasa de duplicacion celular en el pase celular, en la recuperacion
final y tasa de duplicacion celular acumulada de queratinocitos en
funcidn de la capa alimentadora. N/S: No significacion.
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PROCESAMIENTO INICIAL FO PASE CELULAR F1 RECUPERACION FINAL (RF)
Densi
e':::’ad Dosis de Queratinocitos %de idad de Dosis de Q % de Queratinocitos % de
siembra irradiacion Fo Viabilidad siembra F1 irradiacio F Viabilidad RE Viabilidad
o FO Celular FO F1 Celular F1 Celular RF

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

PROCESAMIENTO INICIAL FO PASE CELULAR F1 RECUPERACION FINAL (RF)
dDer.nsuifd : Do?.'s de Q Densidad de : Don.|s de Q Tasa de Queratinocitos Tasa de Tasa de
e ir o siembra F1 F1 Expansién Expansién Expansién
FO FO F1 Celular F1 Celular RF Celular Total
Fibroblastos
373 (Sigma) 8.0'0002 50 Gy 3.601.092 20000 ,c aly 50 Gy 6.252.833 1,87 85.190.833 13,97 27,47
ne3 cél./cm cm

Tabla 5. Tasa de expansion celular de queratinocitos en funcion del tipo de feeder en el pase celular y en la recuperacion final.

PROCESAMIENTO INICIAL FO PASE CELULAR F1 RECUPERACION FINAL (RF)
Densidad Dosis de . Densidad Dosis de . Tasa de I Tasa de Tasa de
de si PR Querat PR s L. Q - Queratinocitos v - 2
e irr Fo de F1 Expansion Expansion Expansion
FO FO F1 Celular F1 Celular RF Celular Total

Tabla 6. Tasa de expansion celular de queratinocitos en cada fase de cultivo celular utilizando células mesenquimales troncales derivadas

de tejido adiposo como feeder.
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PROCESAMIENTO INICIAL FO PASE CELULAR F1 RECUPERACION FINAL (RF)
Densidad Dosis de Tasa de Tasa de Tasa de
desi irradiacié Queratinoci Densidad de Dosis de Q P Querati P Duplicacié
FO siembra F1 irradiacién F1 F1 RF Celular
FO FO Celular F1 Celular RF Acumulada
Fibroblastos 5
313 (Sigma) CZ‘I’_'/"C"'& 50 Gy 3.601.092 8°'°ggfe"/ 50 Gy 6.252.833 0,84 85.190.833 3,76 4,60
n=

Fibroblastos
dérmicos 10.000 3.892.889 10.000 cél./
humanos el ./cm’ 50 Gy cm? 50 Gy 1,07 2,97 4,05
LFf's) 9.025.370 84.626.291

Tabla 7. Tasa de duplicacion celular de queratinocitos en el pase celular, la recuperacion final y acumulada en funcion del tipo de feeder.

PROCESAMIENTO INICIAL FO PASE CELULAR F1 RECUPERACION FINAL (RF)
Densidad Dosis de Queratinocitos Densidad de Dosis de Queratinocitos Tasa de Queratinocitos Tasa de DJ aIsiza?:iec'm
de siembra irradiacion N irradiacion Duplicacion Duplicacién 3
FO siembra F1 F1 RF Celular
FO FO Celular F1 Celular RF Acumulada

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

Los valores de la tasa de duplicacion 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 duplicacion celular de queratinocitos en el pase ce-
lular y en la recuperacidn final solo pudo ser determinada cuando la
dosis de irradiacion de las células mesenquimales troncales derivadas
de tejido adiposo fue 100 Gy. La tasa de expansidn celular acumulada
fue negativa cuando la dosis de irradiacion fue 50 Gy (Figura 8).

1
- N =

Tasa de duplicacion celular

Pasa celular {F1) Recuperacién final (RF) Acumulada
Fase de cultivo

m100 Gy =50 Gy

Figura 8. Tasa de duplicacion celular en el pase celular, en la
recuperacion final y acumulada de queratinocitos en funcion
de la dosis de irradiacion de la capa alimentadora de células
mesenquimales troncales derivadas de tejido adiposo.

DISCUSION:

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

En 1975, Rheinwald y Green (15) establecieron las condi-
ciones 6ptimas para promover el cultivo de queratinocitos medi-
ante el uso de un feeder que favorezca la adhesion y estimule la
proliferacion celular. Este feeder estaba formado por fibroblastos
3T3 de ratén previamente irradiados (3T3) para inhibir su pro-
pia multiplicacidn 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 extensién. Las [aminas de piel
trasplantadas deben contener un gran nimero de queratinocitos
en la superficie garantizando un minimo porcentaje de trazas de
fibroblastos 3T3i, para evitar células de origen animal en el sus-
titutivo tisular.

La optimizacién en el proceso de expansion celular de los
queratinocitos, ha llevado a muchos grupos de investigacién a estu-
diar un feeder alternativo (19)(20), formado por células autélogas
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 autdlogo. En la mayoria de los
casos se han utilizado fibroblastos dérmicos humanos irradiados
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(FH) con resultados equiparables a los obtenidos con fibroblastos
3T3,murinos (21)(22)(23)(24)(25).

Los resultados de nuestro estudio también confirman que el
uso de un feeder de origen humano permite la expansion celular
de queratinocitos. La utilizacién de FH, aislados de tejido dérmico,
ha facilitado la adhesidn y la proliferacion de los queratinocitos,
obteniéndose una tasa de expansién de queratinocitos equipara-
ble a la obtenida con la capa alimentadora 3T3.. En 21 dias, se ha
conseguido obtener un elevado niumero 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 opcién de utilizar cé-
lulas mesenquimales troncales derivadas de tejido adiposo (AD-
MSC) como feeder, fuente celular poco explorada y con buenas
expectativas como alternativa a la utilizacién de FH, al proceder
también de tejido humano y minimizar las posibles complicacio-
nes post-implante. Numerosos grupos de investigacién han uti-
lizado células madre de medula ésea con esta finalidad (26), sin
haberse establecido hasta el momento resultados concluyentes.
La limitacién en la obtencién de muestras, ha comprometido el
desarrollo de nuestro estudio, habiéndose realizado solo una
prueba para cada dosis de irradiacién. 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 patrén 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
adhesion, 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 duplicacién 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 numero de repeticiones realizadas para cada tipo
celular (n=3) que es el “n” minimo para considerar un estudio
representativo. Ademas, ha sido necesario adaptar la densidad de
siembra en funcion 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 Ultimo, se plantea la posibilidad de realizar
la determinacion de la viabilidad celular mediante técnicas mas
avanzadas en estudios posteriores.

Con todo esto, a pesar de tener un niumero 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 nimero de queratinocitos, por-
centaje de viabilidad celular, tasa de expansion celular y tasa de
duplicacién celular, en el mismo tiempo de cultivo, suprimiendo
la utilizacion de células de origen murino.

CONCLUSION:

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