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INTRODUCCIÓN

En las últimas tres décadas el cultivo y pro-
liferación de queratinocitos humanos ha
emergido como una herramienta poderosa,
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SUMMARY In vitro skin culture have been used in the regeneration of skin wound (chronic
ulcers and burns), and for genodermatosis treatment. In our country there is a high
patient number with chronic ulcers and 2319 burned in a period of 10 years. Conventional
treatment generates long hospitalization stays and high costs. We established culture
conditions of keratinocytes and fibroblasts expansion, to generate a cutaneous substitute
in order to offer other treatment options. Skin cells were obtained from organs donors
and surgical surpluses procedures. Major success was achieved in primary cultures
obtained from 40-year-old younger donors samples (65%), compared with older donors
(33%). In one cutaneous substitute produced with these cells, was demonstrated that
keratinocytes and fibroblasts, presented functional, structural and morphologic
characteristics similar to normal skin. Cutaneous substitute besides preserve normal
skin functional and structural characteristic, compared with other similar imported
products, our cutaneous substitute, showed many advantages in terms of costs,
manipulation and stability.
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para la expansión celular y la formación de
epitelio estratificado y queratinizado 1, con-
tribuyendo al desarrollo de nuevas tecnolo-
gías como la ingeniería de tejidos y la terapia
génica 2-4.  El potencial terapéutico de los que-
ratinocitos, actualmente se enfoca en la pro-
ducción de equivalentes cutáneos, para el tra-
tamiento no sólo de pacientes con grandes
quemaduras 5,6, sino también con otras pato-
logías como las úlceras cutáneas crónicas 7-9 y
algunas genodermatosis 10.  Sin embargo, uno
de los mayores problemas en la producción
de equivalentes cutáneos, está relacionado con
la fragilidad de las láminas de queratinocitos
en ausencia del componente dérmico, lo que
ocasiona dificultades para su aplicación e in-
corporación 11,12. Se han realizado esfuerzos
para desarrollar equivalentes cutáneos con un
componente dérmico, que soporte a las célu-
las basales de los queratinocitos, permita su
proliferación, expansión, diferenciación y sín-
tesis de la unión dermo-epidérmica tras el
implante y funcione como una auténtica piel
humana 13. Las superficies utilizadas con
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mayor frecuencia son el colágeno bovino tipo l,
proteoglicanos como el condroitin-6-sulfato y
glicosaminoglicanos entre otros 14,15.  En la
última década ha surgido gran interés en pro-
ducir pseudodermis, que contenga elementos
estructurales y celulares como los fibroblas-
tos, células fundamentales para el rápido cre-
cimiento de los queratinocitos 16, que confor-
man la dermis y están involucrados en la for-
mación de la matriz extracelular.  Se ha de-
mostrado que los geles fabricados con estos
dos elementos, sintetizan factores de creci-
miento similares a los secretados in vivo y sir-
ven como reservorio a la infiltración de célu-
las inflamatorias y tejido de granulación en el
sitio de la lesión, favoreciendo su cicatriza-
ción y cierre 16. En este trabajo se realizó la
adaptación tecnológica 17 de un equivalente
cutáneo, compuesto por un elemento dérmico
de plasma y fibroblastos y un componente epi-
dérmico con queratinocitos.  Se evaluaron sus
características funcionales, estructurales e
histológicas, para determinar la semejanza
con la piel intacta y proponer su utilización
en la clínica.

OBJETIVOS

Establecer las condiciones para el cultivo
y expansión de queratinocitos y fibroblastos
humanos.

Evaluar las características histológicas del
equivalente cutáneo, compuesto por un ele-
mento dérmico de plasma y fibroblastos y un
componente epidérmico con queratinocitos.

MATERIALES Y MÉTODOS

Muestras
En este estudio se procesaron muestras

provenientes de piel de donantes de órganos
para transplantes y sobrantes de procedimien-
tos quirúrgicos como circunsiciones, mamo-
plastias y rinoplastias. El rango de edad de
los donantes de las muestras osciló entre 1-80
años.

La obtención de las muestras se realizó bajo
la aprobación del Comité de Bioética de la
Facultad de Medicina de la Universidad de
Antioquia.

Obtención de queratinocitos y fibroblastos
Los queratinocitos y los fibroblastos se ais-

laron de fragmentos de piel de 1-4 cm2.  Las
muestras se recolectaron en tubos de 15 mL
(Falcon) con medio de cultivo estéril DMEM
(Gibco) y fueron tratadas con Penicilina 100
U/mL, Estreptomicina 100 µg/mL (Gibco),
durante 30 minutos, luego la biopsia se lavó
con Tripsina/EDTA (T/E) ICN 0.025%, se eli-
minó el tejido graso subcutáneo y se fragmen-
tó con tijeras.  Se hizo digestión enzimática en
solución T/E durante 30 minutos a 37°C, para
la obtención de células individuales.  Trans-
currido este tiempo se inactivó la T/E con
medio de cultivo suplementado con 10% de
suero bovino fetal (SBF) (Gibco). El botón de
células obtenido tras la centrifugación se
resuspendió en 2 mL de medio de cultivo
(DMEM suplementado con 10% SBF, Penicili-
na 100 U/mL, Estreptomicina 100 µg/mL
(Gibco), L-Glutamina 2 mM), se determinó la
viabilidad y el número de células con Azul de
Tripano (Sigma).

Cultivo primario de queratinocitos
Se estandarizaron dos sistemas de cultivo

primario. En el primero se utilizaron medios
libres de suero KGM (Clonetics) suplementa-
do con 52 µg/mL de extracto de pituitaria
(Clonetics) o medio SFM (Gibco) suplementa-
do con 10 ηg/mL factor de crecimiento epi-
dérmico (Austral Biologicals). Se sembraron
1.5-2x106  células obtenidas de la biopsia, en
frascos de 25 cm2 (Falcon).  El otro sistema de
cultivo consistió en crecer las células obteni-
das, a partir de la biopsia en presencia de
7x106 células de la línea celular murina 3T3-
Swiss-donación del Dr. Álvaro Meana del
Centro de Transfusión del Principado de
Asturias, irradiadas, con una dosis de 6000
rads  (fuente de Cobalto) durante 38 minutos,
sembrada en frascos de 75 cm2. En este siste-
ma, el medio de cultivo consistió en DMEM
(Gibco) y Ham’s-F12 (Sigma) 2:1, suplemen-
tado con 10% SBF (Gibco), Penicilina 100 U/
mL, Estreptomicina 100 µg/mL (Gibco), L-
glutamina 2 mM (Gibco), Adenina 24 µg/mL,
Insulina 5 µg/mL, Toxina de Cólera 8 ηg/mL,
Triodotironina 1.3 ηg/mL, Hidrocortisona 0.4
µg/mL (Todos de Sigma) y Factor de Creci-
miento Epidérmico (EGF) 10 ηg/mL (Austral
Biologicals).
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Fig 1: microfotografía representativa de monocapa de queratinocitos cultivados en
los medios comerciales KGM o SFM.  n = 59. Barra de calibración = 100 µm.

a b c

Fig 2:  población celular con características fenotípicas semejantes a melanocitos en el cultivo primario.
Células con prolongaciones citoplasmáticas cuya morfología es compatible con melanocitos,

amplificación 10X (a) y 40X (b). En círculo se observa una célula con proyecciones dendríticas sobre una monocapa
de queratinocitos (c). n = 50. Barra de calibración = 100 µm.

a b c

Fig 3:  crecimiento de queratinocitos en la capa alimentadora de fibroblastos 3T3 Swiss-albino.  La microfotografía
(a) corresponde a un cultivo de queratinocitos en el primer día de siembra. A los cuatro días post-siembra se

observaron colonias de queratinocitos con crecimiento excéntrico (b).  Entre los días 7-11 se observó una
monocapa de queratinocitos con una confluencia del 100% (c). n = 14.

a b

Fig 4: microfotografía de la apariencia histológica del substituto cutáneo. La tinción con Hematoxilina-Eosina
demostró un epitelio parcialmente estratificado. Amplificación 10 X (a) y 40 X (b). n = 14.
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Fig 6: tinción de Tricrómico de Masson. Matriz dérmica que sintetiza fibras de colágeno de diámetro
variable y distribuidas en distintas direcciones (a).  Presencia de fibroblastos fusiformes

que adquieren una coloración azul oscura, de aspecto normal, inmersos en el tejido colágeno laxo (b). n = 14

Fig 5:  inmunohistoquímica del grupo de Citoqueratinas AE1/AE3 detectadas en el substituto cutáneo.
Se observan células positivas para los marcadores utilizados, que muestran un epitelio queratinizado

con estratificación parcial.  Amplificación 10 X (a). Formación de crestas epidérmicas
sobre el estroma colagenizado de los fibroblastos, amplificación 40 X (b). n = 14.

Cultivo primario de fibroblastos humanos
Se tomaron 7x106  de células obtenidas del

procesamiento de la biopsia y se sembraron
en frascos de 75 cm2 (Falcon) con medio
DMEM, SBF 10%, Penicilina 100 U/mL,
Estreptomicina 100 µg/mL y L-glutamina 2
mM.

Preparación del equivalente cutáneo

Cultivo secundario de queratinocitos sobre
dermis artificial de plasma y fibroblastos

Los queratinocitos que crecieron en la capa
alimentadora de fibroblastos 3T3 fueron tra-
tados con T/E cuando llegaron al 100% de
confluencia, para ser utilizados en el cultivo
secundario sobre la dermis artificial de plas-
ma y fibroblastos.

El equivalente dérmico se realizó con plas-
ma AB obtenido de banco de sangre; se midió
la concentración de fibrinógeno disuelto con
un método comercial cualitativo, turbimétrico
(Panferjev).  Sólo se utilizó en los experimen-
tos plasma con una concentración entre 4-9
mg/mL de fibrinógeno.

El gel de plasma y fibroblastos se preparó
con los siguientes componentes: 5 mL de plas-
ma, 1 mL de suspensión de fibroblastos hu-
manos el cual contenía 6-7.5 x 104 células, que
correspondían a 800-1000 fibroblastos/cm2.
Se utilizó como agente coagulante 1 mL de
CaCl2 (Sigma)  al 1% y como agente antifibri-
nolítico 100 µL de ácido tranexámico (Amcha
Fibrin 500 mg FIDES-ROTTAPHARM S.A); el
volumen final (15 mL) se completó con 8 mL
de solución salina fisiológica. Se dejó en la
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incubadora a 37°C, 5% de CO2 durante dos
horas para su gelificación.  Se adicionaron 10
mL de medio para queratinocitos y 24 horas
más tarde, se sembraron los queratinocitos
obtenidos a partir del cultivo primario con-
fluente, obteniendo así la superficie de culti-
vo deseada.  El seguimiento de los cultivos se
realizó mediante observación visual en un
microscopio invertido (Leitz).

Pruebas histológicas en el
equivalente cutáneo

Cuando el cultivo secundario de los que-
ratinocitos llegó a confluencia, se separó la
lámina de la base del frasco de cultivo para
realizar los estudios histológicos.

La estructura histológica del cultivo de
queratinocitos sobre el gel de plasma y fibro-
blastos, se determinó a los 14 días de iniciado
el cultivo, tomando 2 cm2 de la lámina. Se fijó
con formaldehído al 10%, se incluyó en para-
fina. Se realizaron cortes histológicos para
tinción con Hematoxilina-Eosina y Tricrómico
de Masson. Se utilizó el marcador celular CD68
dirigido contra macrófagos y los anticuerpos
monoclonales AE1 (DAKO), que reconoce
queratinas de la subfamilia ácida (56.5, 50,
50’, 48 y 40 KD) y AE3 (DAKO), que reacciona
con queratinas básicas (65-67, 64, 59, 58, 56 y
52 KD). Las tinciones e inmunohistoquímica
se realizaron de acuerdo con los protocolos
establecidos en el laboratorio de Patología de
la Universidad de Antioquia.

Análisis estadístico
Se utilizó la prueba de Chi Cuadrado de

independencia, para la comparación del por-
centaje de cultivos  primarios entre las
metodologías de cultivo estandarizadas.  El
análisis de datos de realizó con el programa
Epi-Info 6.04, y valores p < 0.05 fueron consi-
derados estadísticamente significativos.

RESULTADOS

Obtención de células epiteliales
Del total de 86 muestras procesadas para

la obtención de células epiteliales (queratino-
citos), 15 correspondían a donantes de órga-
nos (17%) con una eficiencia en la obtención
de cultivos primarios de 20%.  Debido a este

bajo rendimiento, se trabajó posteriormente
con 71 muestras de sobrantes de procedimien-
tos quirúrgicos (83%).  En este grupo se logró
un mayor éxito en la obtención de cultivos
primarios de queratinocitos; un 65% a partir
de las muestras provenientes de donantes
menores de 40 años y un 33% de pacientes
con edades superiores (Tabla I).

Cultivos primarios de queratinocitos
Los cultivos de queratinocitos en los me-

dios comerciales KGM o SFM formaron
monocapas. Se obtuvieron cultivos confluen-
tes (frascos de 25 cm2) entre los 9-13 días de
iniciado el cultivo, cuando las células prove-
nían de donantes menores de 40 años, mien-
tras que los de donantes mayores presenta-
ron confluencia ente los 21-23 días de inicia-
do el cultivo.

El sistema de cultivo en ausencia de capa
alimentadora, permitió obtener monocapas de
queratinocitos (Fig 1), pero este sistema no fue
útil en la elaboración del equivalente cutáneo,
ya que no permitió la expansión óptima de
los cultivos y su grado de estratificación fue
limitado. Sin embargo, permitió la modifica-
ción genética de los queratinocitos mediante
un vector retroviral 18.

Bajo estas condiciones de cultivo se obser-
varon células con prolongaciones dendríticas,
morfología compatible con melanocitos (Fig
2); sin embargo esta población disminuyó con
el tiempo de cultivo (9-13 días).

Con la segunda metodología de cultivo en
la que se emplearon los fibroblastos 3T3
Swiss-albino como capa alimentadora, se lo-
gró un mayor porcentaje en la obtención de
cultivos primarios, una mayor expansión ce-
lular (frascos de 75 cm2) en un tiempo más
corto de 7 a 11 días, presentándose una dife-
rencia estadísticamente significativa (χ =6.25;
1 gl; p = 0.0124) entre el porcentaje de los cul-
tivos obtenidos a partir de circuncisiones
mayores de 40 años, en el sistema de medio
libre de suero KGM o SFM Vs capa alimenta-
dora 3T3 Swiss albino, mientras que los culti-
vos de las circuncisiones de donantes meno-
res de 40 años crecidos en medio libre de sue-
ro Vs capa alimentadora, no mostraron una
diferencia estadísticamente significativa
(χ =2,16; 1 gl; p = 0.144), al igual que los culti-
vos en medio libre de suero de circuncisiones

REV ARGENT DERMATOL 2009; 90: 190-200.
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TABLA I

CULTIVOS PRIMARIOS GENERADOS
A PARTIR DE LAS MUESTRAS PROCESADAS.

PORCENTAJE
TIPO DE MUESTRA TOTAL DE OBTENCIÓN DE

CULTIVOS PRIMARIOS

Donante de órganos 15 muestras 20%

Circuncisiones donantes menores de 40 años 55 muestras 65%

Circuncisiones donantes mayores de 40 años 11 muestras 33%

Sobrantes de procedimientos quirúrgicos diferentes a circuncisiones 5 muestras 60%

TABLA II

COMPARACIÓN DE LAS DOS METODOLOGÍAS DE CULTIVO ESTANDARIZADAS
PARA LA OBTENCIÓN DE CULTIVOS PRIMARIOS DE QUERATINOCITOS.

55 65 25 cm2 9-13

11 33 25 cm2 21-23

14 86 75 cm2 7-11

TIPO DE
CULTIVO

TIPO
MUESTRA

NÚMERO DE
MUESTRAS

PROCESADAS

PORCENTAJE
CULTIVOS

PRIMARIOS

TAMAÑO FRASCO
DE CULTIVO

DÍAS DE
CONFLUENCIA

Medio libre suero
(KGM o SFM)

Medio libre suero
(KGM o SFM)

Capa
alimentadora

3T3 Swiss-albino

Circuncisiones donantes
menores de 40 años

Circunsiciones donantes
mayores de 40 años

Circunsiciones donantes
menores de 40 años

mayores de 40 años Vs cultivos en medio libre
de suero de circuncisiones menores de 40 años
(χ =3.25; 1 gl; p = 0.074) (Tabla II).

Con este sistema se cultivaron 14 mues-
tras provenientes de donantes menores de 40
años (Tabla II).  En el 86% de las muestras, se
observó que los queratinocitos formaban pe-
queñas colonias con crecimiento excéntrico,
desplazando a las células 3T3 hasta llegar al
100% de confluencia, aproximadamente en-
tre el día 7-11 de iniciado el cultivo (Fig 3).

Estudios histológicos
La tinción con Hematoxilina-Eosina reali-

zada al equivalente cutáneo basado en plas-
ma y fibroblastos, demostró una piel artificial

con un epitelio estratificado parcialmente di-
ferenciado.  No se observó diferenciación com-
pleta del estrato córneo, a pesar de prolongar
los días de cultivo (Fig 4).

Se observó que los queratinocitos estaban
restringidos a la superficie externa del gel,
mientras que los fibroblastos permanecían
dentro del mismo (Fig 4a). Se evidenció que el
equivalente es un material compuesto que se-
meja y mantiene las características de la piel
normal, observándose que el borde entre la
epidermis y la dermis es irregular, a causa de
las papilas dérmicas cónicas que se proyec-
tan hacia arriba (Fig 4a).  A su vez, se pudo
apreciar la unión dermo-epidérmica, en la que
las células de la capa basal se disponen en
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forma empalizada formando una sola hoja o
capa; las células son cilíndricas y se ubican
con su eje mayor perpendicular a la línea
dermo-epidérmica (Fig 4b).

En el equivalente cutáneo se observó que
la división celular predominó en la capa basal,
de forma similar a lo que ocurre en la epider-
mis humana (Fig 4b).

La inmunohistoquímica para citoquerati-
nas humanas (AE1/AE3), evidenció que las
células que crecieron sobre el equivalente dér-
mico correspondían a queratinocitos (Fig 5).

La positividad de los marcadores del gru-
po de citoqueratinas  DAKO AE1/AE3 obser-
vada en el equivalente cutáneo, confirmó que
el cultivo obtenido correspondió a un epitelio
queratinizado, con un grado de estratificación
parcial (Fig 4).  A su vez, en este corte histoló-
gico se logró apreciar de forma  más notable,
la formación de crestas epidérmicas sobre el
estroma colagenizado de los fibroblastos (Fig
4b).

La tinción Tricrómica de Masson confirmó
que el plasma y los fibroblastos del equiva-
lente cutáneo semejan a una matriz dérmica,
en la que se sintetizan componentes biológi-
cos como son las fibras de colágeno (Fig 6).  Se
observaron fibras de diámetro muy variable
dispuestas como una trama delicada o en ha-
ces gruesos.  La red sutil de fibras de colágeno
se pudo observar localizada en la dermis
papilar, las fibras se extendieron en distintas
direcciones con un trayecto horizontal (Fig
6a).  Se observó la presencia de fibroblastos
fusiformes de aspecto normal, inmersos en el
tejido colágeno laxo y actividad metabólica y
síntesis de colágeno demostrada por la colo-
ración azul oscura (Fig 6b). Estos hallazgos
demuestran la gran diferenciación estructu-
ral de este equivalente cutáneo de plasma y
fibroblastos.

DISCUSIÓN

En las dos últimas décadas, los extraordi-
narios avances en la biología celular y
molecular han permitido el entendimiento de
los procesos biológicos básicos, involucrados
en la cicatrización 19. Lo anterior ha llevado a
la experimentación y producción de nuevos

equivalentes cutáneos con compuestos, que
semejan la piel para el tratamiento y repara-
ción de las lesiones, procurando una cicatri-
zación más estética y funcional 20. A pesar de
las diferentes condiciones establecidas para
el cultivo y proliferación de los queratinocitos
humanos, es necesario contar con una fuente
idónea de tejido para la obtención exitosa de
células epiteliales. Las muestras de donantes
de órganos son una fuente potencial de que-
ratinocitos, pero es probable que las condicio-
nes de estrés bajo las cuales son mantenidos
los donantes y el exceso de tejido graso de las
muestras que hace difícil su manipulación,
lleven a baja calidad de las células, limitán-
dose así la obtención de cultivos primarios
exitosos; a diferencia de otro tipo de muestras
como los sobrantes de procedimientos quirúr-
gicos (circuncisiones, mamoplastias y rino-
plastias).  Otro factor determinante para lo-
grar cultivos primarios exitosos y en corto tiem-
po, es la edad del paciente de quien proviene
la muestra. En este estudio se logró una ma-
yor obtención de cultivos primarios, con
muestras procedentes de donantes menores
de 40 años, que coincide con lo reportado en
la literatura, en donde se plantea que la efi-
ciencia en la formación de colonias de los que-
ratinocitos derivados de biopsias de donan-
tes mayores de 40 años, es muy baja y la ob-
tención de cultivos primarios a partir de estas
células es menos exitosa 21. Este hecho se ha
atribuido a los procesos de acortamiento de
los telómeros, que ocurre en cada una de las
duplicaciones celulares en cultivo y que final-
mente  conduce a la detención del ciclo celu-
lar 22,23.

Con el sistema de cultivo basado en me-
dios comerciales libres de suero (KGM o SFM),
se obtuvieron monocapas de queratinocitos y
crecimiento de células cuya morfología es
compatible con melanocitos y que además es-
taban en contacto con los queratinocitos (Fig
2c). Esta característica ha sido demostrada en
cultivos celulares 24,25 y está relacionada con
el mecanismo utilizado normalmente por los
melanocitos, para transferir los melanosomas
a los queratinocitos epidérmicos 26.  Sin em-
bargo, este sistema de cultivo no permitió ob-
tener monocapas para realizar cultivos secun-
darios en equivalentes cutáneos, ya que el gra-
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do de expansión celular y de diferenciación
morfológica de los queratinocitos, cuando cre-
cen bajo estas condiciones es más limitado.
Por otro lado, el sistema de cultivo en el que
crecen los queratinocitos sobre una capa ali-
mentadora de células embrionarias de fibro-
blastos murinos 3T3-Swiss albino irradiados,
permitió obtener monocapas de cultivo pri-
mario que llegaron a una densidad clonal alta,
debido a los factores de crecimiento que pro-
porciona.  A su vez, inhibió el desarrollo de
los fibroblastos humanos provenientes de la
dermis y presentes en el cultivo, seleccionan-
do solo el crecimiento de las células de origen
epitelial 11,27,28. De esta manera fue posible ob-
tener cultivos primarios de queratinocitos con-
fluentes entre los 7-11 días. Aunque este siste-
ma de crecimiento en capa alimentadora da
una mayor diferenciación de los queratinoci-
tos, se ha buscado lograr una mayor estratifi-
cación de los mismos mediante sustratos que
semejen la dermis, que pueden estar basados
en matrices sintéticas o biológicas como el
colágeno, proteoglicanos o fibrina 29.  Estos
sustratos dérmicos pueden contener o no un
componente celular como los fibroblastos.

El equivalente cutáneo que se estableció en
este trabajo, consiste en una lámina de plas-
ma, fibroblastos y queratinocitos, que compa-
rado con otros cultivos tradicionales presen-
ta las siguientes ventajas: fácil monitoreo en
el crecimiento de los queratinocitos y fibro-
blastos, rápida expansión y fácil manipula-
ción (las láminas son desadheridas manual-
mente de la superficie del frasco de cultivo),
conservando tanto la continuidad de la capa
de queratinocitos como la integridad de su
capa basal. No ocurre pérdida de la superfi-
cie, como se presenta cuando las capas de
epitelio son desadheridas por acción
enzimática con dispasa II 30 o por contracción
de la lámina, como ocurre cuando se utilizan
matrices dérmicas a base de colágeno,
proteoglicanos como el condroitin sulfato y
silicona 31.  La presencia de fibroblastos hu-
manos en el equivalente cutáneo permite la
diferenciación, expansión y rápido crecimien-
to clonal de los queratinocitos.  En esta lámi-
na de plasma y fibroblastos el cultivo de que-
ratinocitos semejó funcional, estructural y
morfológicamente a la piel humana, como fue

demostrado por los estudios histológicos rea-
lizados.  Se evidenció que se desarrolla un
epitelio con un grado de estratificación simi-
lar al normal, aunque no se logra una diferen-
ciación completa del estrato córneo. Se demos-
tró un proceso de queratinización que comien-
za en la capa basal de la epidermis y a partir
de ahí, se multiplica en su ascenso hacia la
capa córnea.  La finalidad de este proceso de
queratinización de las células epidérmicas, es
formar queratinas que se expresan de forma
diferente de un estrato a otro.  Es muy proba-
ble que con este sistema, se logre conservar
las células basales que poseen alta capacidad
de proliferación, puesto que en los múltiples
subcultivos se conserva la capacidad prolife-
rativa de los queratinocitos y la generación de
nuevas monocapas.

Las fibras de colágeno, cuya función bási-
ca es el soporte, es uno de los elementos que se
encuentra con mayor frecuencia en el tejido
conjuntivo y fue otro de los componentes pre-
sentes en el equivalente.  Se demostró su sín-
tesis por los fibroblastos, componente celular
fundamental en la parte dérmica del equiva-
lente cutáneo estandarizado.

Se ha demostrado que en condiciones fi-
siológicas los fibroblastos dérmicos sintetizan
fibras reticulares y elásticas 29,32. Es muy pro-
bable que en el sistema de cultivo establecido,
estas proteínas también hayan sido sintetiza-
das, como ocurre en otros equivalentes cutá-
neos semejantes 32,33.

La ausencia del marcador de macrófagos
CD68 en el equivalente, es una de sus princi-
pales ventajas, puesto que lo hace poco
inmunogénico al no contar con células profe-
sionales para la presentación de antígenos.
Lo anterior es de gran utilidad para su em-
pleo como injertos alogénicos 5.

Diversos grupos han logrado una aplica-
ción clínica exitosa de equivalentes cutáneos,
para el tratamiento de diferentes patologías
en humanos 34,35,36. El efecto de los equivalen-
tes cutáneos en el lugar de la lesión se atribu-
ye a sus componentes, que normalmente es-
tán involucrados en el proceso de reparación
del tejido, como la producción y regulación
de las proteínas de la matriz extracelular y la
síntesis de factores de crecimiento 17,37,38, que
tienen influencia activa sobre la migración,
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proliferación, diferenciación y adherencia de
las células epiteliales, contribuyendo signifi-
cativamente a la regeneración celular.

La utilidad de estos equivalentes no solo
se enfoca al uso clínico, sino también a su uti-
lización en modelos animales, para la inves-
tigación básica en áreas prometedoras como
la terapia génica, que busca la modificación
genética de estas células, con factores de cre-
cimiento para potenciar aún más la eficiencia
en la reparación del tejido 39-42. En biofarma-
céutica, como sistemas de evaluación de efec-
tos tóxicos e irritantes de productos cosméti-
cos 43 o como modelos para estudios de farma-
cotoxicología 44-46. Con el sistema de cultivo
estandarizado, se logró la obtención de un
equivalente cutáneo con características mor-
fológicas e histológicas semejantes a la piel
normal, que además, produce los componen-
tes estructurales necesarios para cumplir un
papel fisiológico.  De ahí que se pueda sugerir
como una terapia alternativa para defectos
cutáneos.  Para el sistema de salud en Colom-
bia representaría no solo los beneficios por la
recuperación de los pacientes, sino además la
reducción en los costos hospitalarios.

RESUMEN

Los injertos de piel cultivados in vitro han
sido utilizados tanto en la regeneración de
tejidos de áreas cruentas de la piel (úlceras
crónicas y quemaduras de diversos grados),
como para el tratamiento de genodermatosis.
En nuestro medio existe un alto índice de pa-
cientes con úlceras crónicas y un total de 2319
pacientes quemados, en un período de 10
años. El tratamiento convencional de estos
pacientes genera estadías de hospitalización
prolongadas y costos hospitalarios muy ele-
vados. En este trabajo se establecieron las con-
diciones para el cultivo y expansión de que-
ratinocitos y fibroblastos humanos, con el pro-
pósito de generar un equivalente cutáneo.  A
su vez, se evaluaron  sus  características his-
tológicas con el objeto de ofrecer otras opcio-
nes de tratamiento. Las células se obtuvieron
a partir de piel proveniente de donantes de
órganos y de sobrantes de procedimientos
quirúrgicos. Se logró un mayor éxito en la ob-
tención de cultivos primarios, con muestras

provenientes de donantes menores de 40 años
(65%), comparado con los obtenidos de ma-
yores (33%). En el equivalente cutáneo produ-
cido con estas células se demostró que los
queratinocitos y los fibroblastos, presentan
características funcionales, estructurales y
morfológicas semejantes a la piel intacta.  El
equivalente cutáneo además de conservar las
características funcionales y estructurales de
la piel intacta, presenta otras ventajas en tér-
minos de costos, manipulación y estabilidad
frente a otros productos similares importados.
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