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I. ABREVIATURAS 
APC Aloficocianina 

ATPasa Adenosintrifosfatasa 

CD Células dendríticas 

CHO Células de ovario de hámster chino 

CL Células de Langerhans 

CO Dióxido de carbono 

CPFb Cultivo Primario de Fibroblastos 

CPQn Cultivo Primario de Queratinocitos 

Cy5  Cianina 5 

DAB Diaminobenzidina 

DMEM Medio Minino Esencial Modificado de Dulbecco  

DOPA Dihidroxifenilalanina 

EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 

EGF Factor de Crecimiento Epidérmico 

FACS Clasificación Celular Activada por Fluorescencia. 

Fc Fracción cristalizable 

FGF-10 Factor de crecimientos de fibroblastos 10 

FITC Isotiocianato de fluoresceína 

FSC Dispersión frontal  

GM-CSF Factor de Crecimiento de Colonias de Granulocitos Macrófagos 

HBSS Solución Salina Balanceada de Hanks 

HE Tinción Hematoxilina- Eosina     

ICAM Moléculas de Adhesión Celular 

IgG Inmunoglobulinas G 

IL 1 Interleucina-1 

KGF Factor de Crecimiento de Queratinocitos 

MEB Microscopia Electrónica de Barrido 

MFb Medio para Crecimiento de Fibroblastos 

MHCI Complejo Principal de Histocompatibilidad I 

MHCII Complejo Principal de Histoconpatibilidad II 

MO  Médula ósea 

PBS Amortiguador Salino de Fosfatos 

Pe Ficoeritrina 

QC Medio de Crecimiento de Queratinocitos 

Qn Medio de Siembra de Queratinocitos 

SBF Suero  Bovino Fetal  

snGMCSF Sobrenadante de Factor de Crecimiento de Granulocitos Macrófagos 

SSC Tamaño de la dispersión   

TGF  Factor de Crecimiento Transformante alfa 

TGF  Factor de Crecimiento Transfórmate beta 

TNF  Factor de Necrosis Tumoral alfa 

VEGF Factor de Crecimiento Endotelial Vascular 



 

II. RESUMEN 

En la epidermis se localizan las células de Langerhans (CL) que son células 

presentadoras de antígenos. Es necesario establecer un método de estudio rentable en el 

cual las CL estén aisladas sin la interferencia de otras células del sistema inmune, para 

así poder evaluar los procesos tempranos de su respuesta inmunológica. Se han logrado 

progresos notables en la construcción de sustitutos de piel en el laboratorio mediante 

ingeniería tisular. La fibrina ha sido utilizada en la construcción de equivalentes cutáneos 

aprovechando la facilidad con que se obtiene y su interacción con las células dérmicas y 

epidérmicas. En el presente trabajo se planteó evaluar el potencial de un equivalente 

cutáneo con base dérmica de fibrina como un posible modelo de estudio de CL. Para lo 

cual fibroblastos y queratinocitos de ratón fueron extraídos y expandidos en cultivo y se 

diferenciaron células de médula ósea (MO) de ratón para producir CL y CD. La 

diferenciación se evalúo por FACS obteniendo células positivas para CD207, MHCII, 

CD11c, E-cadherina y CD205 que indican un fenotipo de CL, por otro lado la baja 

expresión de CD80 y CD40 demostró que las células no estaban activadas. Se realizaron 

pruebas con diferentes concentraciones de plasma (40%, 60 %, 80%, y 80%/Agarosa 

0.1%) para evaluar la disminución del volumen del gel de fibrina dando como resultado 

que el plasma al 80%/Agarosa 0.1% se conserva mejor, aun así, permaneció la perdida 

del volumen de la fibrina en cultivos con densidades celulares altas. En las muestras que 

se procesaron para HE y Masson se observó la formación de un epitelio pero este no 

presentó integridad a lo largo de la superficie del gel. Se injertaron constructos cutáneos 

con CL sobre la zona dorsal superior de ratones, y estas se procesaron para realizar 

inmunohistoquímicas para evidenciar MHCII. La expresión de esta molécula en la 

epidermis indicó la presencia de las CL en la zona del injerto, no obstante los grupos se 

mantuvieron estadísticamente sin diferencia comparados con el grupo donde solo se 

sembraron queratinocitos. Por otro lado, CL o CD fueron sembradas con queratinocitos y 

fibroblastos sin la fibrina para evaluar la capacidad de las células de convivir en cultivo, se 

les realizó una inmunofluorescencia contra CD207 y se observaron células positivas en 

los grupos tanto de CL como de CD indicando que las células sembradas pueden 

adherirse a los cultivos e integrarse con los queratinocitos, así como diferenciarse desde 

precursores de CD. Estos resultados indican que la fibrina no puede soportar una gran 

densidad celular ni períodos largos de cultivo, y al mismo tiempo se demostró que es 

posible diferenciar y mantener CL en co-cultivo con queratinocitos. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 La piel 

La piel es el órgano más grande del cuerpo humano con una superficie de entre 1.5 a 2.0 

m2 y con un peso aproximado de 8 a 10 kilos (Martinhão et al., 2006), cuya función es 

constituir una interfase entre el medio interno y el externo del cuerpo, protegiéndolo contra 

fuerzas mecánicas como fricciones y del contacto de agentes químicos, radiaciones, 

cambios de temperatura y microorganismos. Además, la piel posee funciones metabólicas 

importantes como la síntesis de vitamina D, ser un reservorio de grasas, eliminación de 

desechos, equilibrio de electrolitos, secuestro de toxinas, manifestación de signos y 

síntomas de enfermedades sistémicas, y ser el asiento de receptores nerviosos (para 

sensaciones como el tacto, temperatura, presión, dolor) así como, estar involucrada en 

aspectos psicológicos como en la expresión de emociones, contacto afectivo, autoimagen 

y cosmética (Arvelo, 2007).  

La piel está constituida por tres capas: la hipodermis, la dermis y la epidermis. La capa 

más interna es la hipodermis y está formada por tejido conjuntivo laxo y tejido adiposo, 

por lo que contribuye a los mecanismos de aislamiento térmico termorregulación y 

amortiguación mecánica (Metcalfe y Ferguson, 2007). 

 

1.1.1 Dermis 

Sobre la hipodermis está situada la dermis que es la capa de la piel más gruesa, en su 

porción superficial es conocida como dermis papilar o estrato papilar, que está 

conformado de tejido conjuntivo laxo, gran cantidad de células como fibroblastos, 

adipocitos, macrófagos, mastocitos, linfocitos y células dendríticas dérmicas (CD) y una 

matriz extracelular con presencia de colágenas tipo I, III y V (Geneser, 2000), elastina así 

como abundantes glucosaminoglucanos. Por debajo de la dermis papilar y de mayor 

grosor se encuentra la dermis reticular o estrato reticular, el cual está conformado por  
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tejido conjuntivo denso irregular con gruesas fibras de colágena principalmente de tipo I. 

En esta capa están alojados los anexos cutáneos como son: las glándulas sudoríparas y 

los folículos pilosos con las glándulas sebáceas asociadas (Geneser, 2000; Ramírez-

González et al., 2009).  

El tipo celular más abundante en la dermis son los fibroblastos, que en las tinciones con 

H-E (Hematoxilina y Eosina) se observan como células grandes, aplanadas o ahusadas, 

con finas prolongaciones, con citoplasma eosinófilo y debido a que la colágena a su 

alrededor es también eosinófila, a menudo sólo se distingue su núcleo oval que contiene 

uno o dos nucleolos y escasa cromatina muy granulada (Geneser, 2000). Los fibroblastos 

tienen un origen mesenquimatoso y pertenecen a una población de células muy 

heterogénea que se puede localizar en diferentes tipos de tejido conjuntivo (Wong et al., 

2007). Los fibroblastos de la dermis producen todos los elementos de la matriz 

extracelular y también son responsables de la síntesis de diversas proteínas como 

factores de crecimiento, citocinas, proteasas y colagenasas que regulan el crecimiento, 

remodelación y reparación dérmica (Martinhão et al., 2006; Metcalfe y Ferguson, 2007). 

Tienen la capacidad de proliferar y migrar en respuesta a citocinas moduladoras y 

mitógenas, responden a interacciones paracrinas y autocrinas, al producir TGF y factores 

de crecimiento de tejido conjuntivo que tienen un efecto autocrino al promover la síntesis 

de colágena y la proliferación de los fibroblastos. Por otro lado, secretan factor de 

crecimiento de queratinocitos (KGF), factor estimulante de colonias de granulocitos 

macrófagos (GM CSF), interleucina-6 (IL-6) y factor de crecimiento de fibroblastos (FGF-

10) cuya actividad paracrina tiene efectos sobre el crecimiento y diferenciación de 

queratinocitos (Wong et al,. 2007). 
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1.1.2 Epidermis 

La epidermis está localizada sobre la dermis y es la capa más superficial, se encuentra 

constituida por un tejido epitelial plano estratificado con estrato córneo cuya principal 

función es la de proteger contra la perdida de líquidos y contra acciones lesivas (Ross y 

Pawlina, 2007). El principal tipo celular de la epidermis son los queratinocitos que 

representan más del 90% de las células epidérmicas (Merad et al., 2008) y sufren un 

proceso llamado queratinización y al irse diferenciando de manera gradual da como 

resultado la formación de varios estratos epidérmicos denominados estratos basal, 

espinoso, granuloso, lúcido y córneo (Proksch et al., 2008). 

 

1.1.2a. Histología de la epidermis 

La piel que se encuentra en zonas lampiñas de las palmas de las manos y plantas de los 

pies se denomina piel gruesa en donde la epidermis puede alcanzar más de 1 mm de 

espesor. En ésta se distinguen, por su aspecto en microscopia óptica, cinco diferentes 

estratos denominados: basal, espinoso, granuloso, lúcido y córneo (Figura 1A). El estrato 

Figura 1.Comparación de cortes de piel gruesa de la planta del pie (A) y piel delgada del 
abdomen (B) con sus tres principales capas: epidermis, dermis e hipodermis. La denominación 
de piel gruesa o delgada se refiera al grosor de la epidermis. Corte teñido con H-E. 
x30.Modificado de Geneser,  2000. 

A 
B 
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basal esta constituido por una única capa de células epiteliales cilíndricas bajas o cúbicas 

con núcleos ovales y citoplasma basófilo, que están ancladas a la membrana basal con 

hemidesmosomas y entre ellas mediante desmosomas y en su citoplasma se pueden 

encontrar tonofibrillas. En el estrato espinoso las células adoptan forma poligonal, con un 

ligero aplanamiento horizontal en la parte superior de la capa, los núcleos son 

redondeados y tienen ubicación central, el citoplasma posee moderada basofilia, con 

mayor cantidad de tonofibrillas que las células basales (Geneser, 2000); estas células por 

el proceso de la técnica histológica sufren retracción de su citoplasma, quedando unidas 

por los desmosomas lo que asemeja a que tuvieran espinas razón por la cual se 

denominan células espinosas (Ross y Pawlina, 2007). El estrato granuloso se compone 

de 3-5 capas de células aplanadas, el citoplasma contiene una gran cantidad de gránulos 

muy basófilos denominados gránulos de queratohialina. El estrato lúcido se distingue 

como una delgada capa eosinófila localizada entre el estrato córneo y granuloso que está 

compuesta por escasas capas de células aplanadas densamente empaquetadas. Los 

núcleos comienzan a degenerar en las células externas del estrato espinoso y 

desaparecen en el estrato lúcido, donde el contorno de los núcleos sólo se distingue en 

algunas células. El estrato córneo se compone de numerosas capas de células aplanadas 

totalmente queratinizadas y anucleadas a las que se les llama células corneas. Estas 

células se visualizan como una gruesa y muy eosinófila capa de láminas onduladas en la 

que no se diferencian células y en la que tiene lugar una continua descamación (Geneser, 

2000; Ross y Pawlina, 2007). 

Por otro lado se denomina piel delgada al tipo de piel mas abundante que recubre al resto 

del organismo en esta, la epidermis es mucho más delgada, el estrato córneo es más 

angosto, el estrato espinoso se compone de menos capas celulares y a menudo el estrato 

granuloso sólo tiene una capa, mientras que el estrato lúcido no se observa (Figura 1B) 

(Geneser, 2000). 
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1.1.2b. Tipos de células de la epidermis. 

En la epidermis además de los queratinocitos (Figura 2B), coexisten otros tres tipos 

celulares menos abundantes: los melanocitos, las células de Merckel y las células de 

Langerhans (CL) (Martinhão et al., 2006). Los melanocitos son las células responsables 

de la pigmentación de la piel mediante la síntesis de melanina y se localizan en la capa 

basal de la epidermis, poseen un cuerpo celular redondeado del que parten numerosas 

prolongaciones ramificadas. La melanina se observa como gránulos pardo-amarillentos 

que en condiciones normales, sólo se encuentran en las prolongaciones y en escasa 

cantidad, dado que se liberan a los queratinocitos circundantes por un proceso llamado 

secreción citocrina. Es necesario hacer notar que los melanocitos sólo se observan en los 

preparados de H-E como células claras en el estrato basal y rara vez se aprecian las 

prolongaciones. La mejor forma de revelar la presencia de melanocitos es mediante la 

Figura 2. A) Fotomicrografía de piel gruesa de la planta del pie, donde se distinguen todas 
las capas epidérmicas, además del estrato papilar de la dermis y la parte superior del estrato 
reticular. Corté teñido con HE. x30. B) Esquema de la epidermis y sus capas además de los 
melanocitos y las células de Merkel en la capa basal y las células de Langerhans en la zona 
suprabasal del estrato córneo y basal. A) Modificado de Geneser, 2000 y B)  Kenneth, 1996.  
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reacción de DOPA o por medio de inmunohistoquímica para evidenciar la presencia de la 

proteína S-100 (Geneser, 2000).  

En el estrato basal también se localizan las células de Merckel que son células derivadas 

de queratinocitos que funcionan como mecanoreceptores de adaptación lenta para el 

tacto fino. Estas células realizan contactos sinápticos con prolongaciones nerviosas 

aferentes y se estimulan ante la deformación leve de la piel. Esto implica que estos 

receptores se adaptan lentamente a los estímulos y continúan enviando potenciales de 

acción mientras dure un estímulo. Las células de Merckel están localizadas de manera 

preferencial en la epidermis de los labios, de las yemas de los dedos y en la vaina 

radicular externa de los folículos pilosos (Geneser, 2000; Boulais y Misery, 2008). 

 

1.2 Células de Langerhans (CL) 

En las capas suprabasales del estrato espinoso se localizan las células de Langerhans 

(CL), que constituyen alrededor del 3-5% de todas las células en la epidermis, tanto en 

ratón como en humanos. Las CL son células de origen mieloide que pertenecen al 

sistema de células dendríticas presentadoras de antígenos (CD) y poseen una función de 

inmunovigilancia monitoreando el medio extracelular para detectar, captar y procesar 

antígenos externos o propios, y posteriormente migran a los órganos linfoides secundarios 

y ahí presentan el antígeno en cuestión a linfocitos T CD4+ o CD8+ para inducir algún tipo 

de respuesta inmunológica. El término de CL se ha extendido para las CD que están 

presentes en todos los epitelios estratificados del organismo (Cooper et al., 1985; Cuéllar-

Ávila  et al., 2004; Merad et al., 2008).  

 

1.2.1 Histología y Ultraestructura 

En cortes histológicos las CL presentan un núcleo obscuro y un citoplasma muy claro, con 

tendencia a encoger dado que no presentan desmosomas por lo cual no se adhieren a las 



7 

 

células que están alrededor. Mediante inmunohistoquímica contra receptores de superficie 

específicos (CD1a, CD207, MHCII, etc.) (Figura 3) en las CL se distinguen numerosas 

prolongaciones que se extienden desde el cuerpo celular hacia los espacios intermedios 

de los queratinocitos adyacentes, por lo que se forma un reticulado regular y casi 

totalmente cerrado (Figura 3 A y B). Las células de Langerhans además también se 

encuentran en otros epitelios planos estratificados como el esófago, vagina, córnea 

lengua, etc (Geneser, 2000).  

Estas células fueron descritas por Paul Langerhans en 1868, quien las observó en piel de 

cadáveres y consideró que formaban parte del sistema nervioso, posteriormente otros 

investigadores las relacionaron con los melanocitos. Sólo después de ser identificados los 

receptores para el tercer componente del complemento (C3b), la fracción cristalizable (Fc) 

de la IgG (Stingl, et. al 1977; Stingl, et. al 1978) y la demostración  de la expresión de 

moléculas clase II del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC II) (Rowden et al., 

AATTPPaassaa  MMHHCC  IIII  

SS110000  CCDD11aa  

Figura 3. Láminas epidérmicas (A y B) y cortes transversales (C y D) de piel donde se observan 
las células de Langerhans. En A y B) note la estrecha red que forman las CL en la epidermis y 
las largas proyecciones dendríticas (flechas) interdigitándose entre los queratinocitos. En C y D  
su presencia desde el estrato espinoso (asteriscos) al  estrato basal (flechas). Histoquímica 
enzimática para ATPasa 40x (A), inmunohistoquímica para S100 20x (C), MHCII 20x (B) y CD1a 
40x (D). Fotomicrografías cortesía del Dr. Andrés Castell R.  

A B 

C D 

* 

¨* 
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1977;  Klareskog et al., 1977), Billingham y Silvers (1991) sugirieron, casi un siglo 

después de su descubrimiento, que las CL podían capturar antígenos e inducir respuestas 

inmunológicas. 

   

Birbeck y colaboradores (1961) describieron la ultraestructura de las CL, mediante 

microscopía electrónica, con un núcleo celular de apariencia marcadamente indentada 

debido a la presencia de profundas hendiduras (Figura 4C), un aparato de Golgi bien 

desarrollado, un citoplasma claro en comparación con el de los queratinocitos adyacentes, 

la ausencia de filamentos intermedios de prequeratina, escasos lisosomas, carencia de 

desmosomas en su membrana plasmática y la presencia de un organelo al que se le 

denominó gránulo de Birbeck que puede tener forma de “bastón” con una longitud variable 

y que se caracteriza por tener una estriación central periódica más electrodensa en forma 

de “zipper”. En algunos casos puede observarse a este bastón con una dilatación en uno 

de sus extremos que le da un aspecto de “raqueta de tenis” (Figura 4 A y B). La función 

exacta del gránulo de Birbeck aún permanece en debate (Thépaut et al., 2009), pero ya 

A 

B 

C 

* 

* 

Figura 4. Microscopia electrónica de transmisión de CL. En A) CL que muestra las 
prolongaciones de su membrana plasmatica y un núcleo celular con amplias hendiduras 
(asteriscos). En B y C se muestra el gránulo de Birbeck con su particular forma de “bastones 
y raqueta de tenis” así como su estriación más electrodensa en la porción que corresponde al 
bastón. A) 10,000x; B y C) 100,000x. Modificado de Caux et al., 1999. 
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se ha demostrado que su formación está estrechamente relacionada con la presencia de 

la molécula CD207 y que debe estar involucrado en el procesamiento de antígenos 

(Valladeau et al., 2000; Thépaut et al., 2009). 

 

1.2.2 Ciclo biológico 

Las CL se encargan de captar, internalizar y procesar antígenos endógenos y exógenos y 

transportarlos desde la piel hasta los ganglios linfáticos regionales donde inducen 

respuestas inmunes activadoras o tolerogénicas, al activar o inhibir a los linfocitos T 

antígeno específicos (Cumberbatch et al., 2003). En humanos y ratones las CL son 

fácilmente identificadas ya que expresan el marcador hematopoyético CD45 así como 

grandes cantidades de las moléculas clase II del complejo principal de histocompatibilidad 

(MHC). Además, las CL expresan en su membrana de manera específica una lectina tipo-

II tipo-C, denominada CD207 y conocida comúnmente como langerina. Esta lectina está 

involucrada en el reconocimiento e internalización de múltiples antígenos presentes en 

diversos patógenos como el VIH-1, así como en la formación de gránulos de Birbeck 

(Valladeau et al., 2000). Otra que está presente en la membrana de las CL es la proteína 

DEC205 (CD205) la cual está involucrada en procesos de captación de antígenos ya que 

también es una lectina tipo-II tipo-C. (Swiggard et al., 1995)  En humanos y en ratones las 

CL expresan E-cadherina que les permite formar uniones temporales con los 

queratinocitos (Tang et al., 1993; Merad et al., 2008). 

Se considera que las CL epidérmicas son CD inmaduras ya que tienen la capacidad de 

captar y procesar eficientemente los antígenos pero poseen una reducida capacidad 

presentadora de antígenos, debido a la débil expresión de moléculas coestimuladoras de 

células T en su superficie como CD80, CD86 y CD40 (Teunissen, 1992). Una vez que las 

CL han captado un antígeno, migran de la epidermis hacia los ganglios linfáticos 

regionales de drenaje y adquieren un fenotipo de CD maduras (Figura 5) caracterizado 
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por una alta expresión de moléculas MHCII, CD80, CD86, CD11c y CD40, entre otras 

(Banchereau y Steinman, 1998; Cuéllar-Ávila et al., 2004). Durante este proceso de 

maduración se verifican diferentes cambios que incluyen la pérdida de los gránulos de 

Birbeck, la disminución en la  actividad enzimática de dos enzimas necesarias para la 

internalización de antígenos como lo son la esterasa inespecífica (NSE), y la adenosina 

trifosfatasa (ATPasa) dependiente de calcio y magnesio y por tanto una disminución en su 

capacidad de captar y procesar antígenos (Braverman et al., 1986), así como una 

disminución en las moléculas CD1a, que es una proteína mediante la cual se presentan 

antígenos microbianos de naturaleza lipídica a células T (Merad et al., 2008). Por otro 

lado, en este proceso las CL maduras expresan grandes cantidades de moléculas clase II 

del complejo mayor de histocompatibilidad (MHCII), CD83 (Merad et al., 2008), CD80 y 

CD86 que son moléculas coestimuladoras antígeno-inespecíficas (Iruretagoyena et al., 

2005). Este fenotipo de las células maduras está de acuerdo con una gran capacidad de 

presentar antígenos e inducir respuestas inmunológicas a partir de linfocitos T.  

 

Figura 5. Ciclo biológico de las CL. Las CL se diferencian de un precursor de medula ósea, se 
mantienen en la epidermis hasta encontrar un antígeno que las estimule y así migran a través de 
los vasos linfáticos para presentar antígenos a los linfocitos T en los ganglios linfáticos regionales. 
Esquema cortesía Dr. Andrés Castell R. 
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Los cambios producidos en este proceso de maduración de las CL son dirigidos por 

algunas citocinas como el factor estimulante de colonias de granulocitos/macrofágos (GM-

CSF), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) y la interleucina 1β (IL-1β) los cuales son 

secretados de manera constitutiva e inducida tanto por los queratinocitos o por las 

mismas CL. El TNF-α es producido por los queratinocitos y estimula una respuesta rápida 

de migración de las CL, al mismo tiempo que potencia la liberación de IL-1β por las 

mismas CL inmaduras o maduras. La actividad de IL-1β es similar a la de TNF-α, pero la 

velocidad de respuesta de las CL es menor, debido a que la administración de IL-1β está 

relacionada con la elevación de RNA de TNF-α en los queratinocitos, sugiriendo que la 

intervención de IL-1β contribuye a la estimulación de la producción de TNF-α por los 

queratinocitos. Así, ambas citocinas IL-1β y TNF-α son señales esenciales para la 

movilización de las CL hacia los ganglios linfáticos (Cumberbatch et al., 2001).  

Por otro lado, de manera esencial se requiere que las CL expresen el receptor de 

quimiocina 7 (CCR7) para que migren hacia los ganglios linfáticos. El CCR7 es el receptor 

de las quimiocinas CCL19 y CCL21. Existen diferentes formas de CCL21 en ratón (CCL21 

a, b, c), pero al ser expresadas en tejido linfoide en grandes cantidades pueden reclutar 

células CCR7+ hacia los ganglios linfáticos. En general, las células endoteliales de los 

vasos linfáticos dérmicos en condiciones de inflamación, selectivamente expresan CCL21 

junto con CCL19 en zonas T-dependientes en ganglios linfáticos, predominantemente en 

las células del estroma, guiando a las células CD incluyendo CL maduras CCL7+ a este 

tejido para la presentación de los antígenos acarreados a las células T y de ésta manera 

inducir una respuesta inmune (Teunissen, 2005). 

Las CL migratorias expresan además CD205, CD11c+ (Merad et al., 2008a) y CD40. Ésta 

última es una molécula de activación de CD (Stoitzner et al., 2005). Por otro lado, durante 

el proceso de maduración funcional de las CL, la expresión de E-cadherina o CDH1 es 

regulada a la baja permitiendo que las CL se separen de los queratinocitos y con ello se 
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facilita el movimiento de las CL hacia la dermis (Merad et al., 2008). Antes de que la 

presentación de antígenos por las CL a los linfocitos se produzca, se requiere de un 

estrecho contacto entre ambos tipos celulares, para ello las CL expresan moléculas de 

adhesión como las moléculas de adhesión intracelular (ICAM-1 ó CD54) y el antígeno 

funcional linfocítico-3 (LFA-3 ó CD58) y las moléculas CD11c (Teunissen et al., 1994).  

 

1.2.3. Métodos de estudio de CL 

1.2.3a. Aislamiento 

Muchos aspectos permanecen sin ser conocidos acerca de la biología de las CL debido a 

que su número es escaso tanto en la dermis como en el porcentaje de células CD207 que 

migran a ganglio. Para su estudio las CL se han aislado desde la piel y algunos métodos 

de extracción y purificación de CL son por ejemplo aquellos en los que se utilizan perlas 

magnéticas (Morris et al., 1992) o centrifugación por gradiente de densidad (Teunissen et 

al., 1988; Liu et al., 1994; Peguet-Navarro et al., 1994). Sin embargo, para esto es 

necesario la degradación enzimática de la piel y posterior purificación de las CL y es 

necesario considerar que algunos procesos pueden dañar o activar a las células, como el 

uso de perlas magnéticas que pueden inducir la activación y maduración de las CL (Tchou 

et al., 2003), o el empleo de algunas enzimas que pueden dañar receptores de membrana 

que son importantes para el análisis posterior, por ejemplo el receptor CD11c.  

Una vez aisladas, las CL sólo pueden ser mantenidas en cultivo por poco tiempo y no 

pueden multiplicarse, debido a que maduran rápidamente y después de 2 días se parecen 

a las CD interdigitantes (maduras) de los ganglios linfáticos. En algunos casos se han 

utilizado explantes cutáneos, pero esto no es recomendado puesto que las células 

adquieren cierto grado de activación al día uno de cultivo además de abandonar la piel a 

la semana de obtenida la muestra (Tchou et al., 2003). La cantidad de CL o CD que 

pueden ser obtenidas por cualquier método es muy reducida debido, por un lado a la 
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pequeña cantidad de células que pueden encontrarse en los diversos tejidos del cuerpo (2 

al 5% de CL en piel y 0.1% de CD207+ en ganglio) y, por el otro, los procedimientos de 

extracción por si solos disminuyen considerablemente el rendimiento celular (Williams et 

al., 1994).  

 

1.2.3b. Diferenciación  

En la década de los 90s se implementaron diversas técnicas para obtener mayor cantidad 

de CD inmaduras, mediante su diferenciación a partir de precursores de monocitos 

CD14+ aislados de sangre (Inaba et al., 1992) o precursores de médula ósea (Lutz et 

al.,1999) en los cuales se implementó el cultivo de precursores en presencia de diferentes 

citocinas para promover el desarrollo hacia CD como Factor de Crecimiento de Colonias 

de Granulocitos Macrófagos (GM-CSF) y el Factor de Necrosis Tumoral   (TNFInaba 

et al., 1992; Lutz et al.,1999. En 1996, un intento por mejorar el rendimiento de CDs en 

medios libres de suero, Strobl y colaboradores (1996), identificaron al TGF como una 

citocina estrechamente relacionada con la obtención de un fenotipo de células de 

Langerhans en medios adicionados con GM-CSF y TNFEl mismo año, Borkowski y 

colaboradores, encontraron que ratones TGF -/- carecían de CL en la epidermis, con lo 

que quedó establecida la importancia del TGFen la ontogenia de las CL (Borkowski et 

al., 1996).  

Se pueden obtener CD o CL a partir de células hematopoyéticas CD34+ de sangre adulta, 

médula ósea o cordón umbilical. En cultivos suplementados con GM CSF y TNF  de 

precursores hematopoyéticos CD34+ de cordón umbilical se demostró que se pueden 

obtener dos tipos de progenitores de CDs: el primero CD1a+/CD14- y el otro 

CD14+/CD1a-, de los cuales sólo del progenitor CD1a+/CD14- es posible obtener cierta 

cantidad de células con características de CL (CD1a+, CD207+ y gránulos de Birbeck+). 
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Por otro lado, del progenitor CD14+ se diferencian a CD con características de las que 

están localizadas en la dermis o circulantes en sangre. En estudios posteriores se 

demostró que el TGF es necesario para hacer que los precursores CD14+ se 

diferencien a CL, con lo que quedó establecido que existe una ruta de diferenciación 

dependiente de TGF y otra que es independiente de TGF (Caux et al., 1996, y Caux 

et al., 1999) y desde estos progenitores CD14+ el papel de la interleucina 4 (IL4) es 

producir CDs sin características de CL aún en presencia de TGF (Caux et al., 1999) lo 

que pone de manifiesto el papel diferencial de varias citocinas en la generación de CD o 

de CL partiendo desde diferentes precursores. Monocitos aislados de sangre periférica 

(monocitos CD14+) también pueden diferenciarse en cultivo con GM-CSF, IL4 y TNF a 

CD maduras (Zhou et al., 1996) y a CL si se les agrega TGF (Geissmann et al., 1998). 

Otro estudio demostró que existe una subpoblación más directa de diferenciación a CL 

que son las células CD1a+ CD11c+ que se encuentran en sangre y responden más rápido 

al estímulo del TGF (Ito et al., 1999). 

Varios estudios in vitro, además de mejorar el rendimiento de CL en cultivo, han descrito 

las vías de diferenciación a CL, de esta manera en la actualidad se conoce que los 

precursores (células precursores CD14+ de monocitos) in vivo pueden ser inducidos para 

diferenciarse en condiciones donde se crea un ambiente que favorezca su diferenciación,  

como por ejemplo en la inflamación (Jaksits et al., 1999) y, por otro lado, en condiciones 

basales y de remodelamiento donde las mismas CL mantengan su número al entrar 

selectivamente a división celular o reclutar precursores CD dérmicos o de sangre 

periférica  (Chorro et al., 2009). Además, se ha estudiado el papel de otras moléculas y su 

participación  in vivo como la activina A, miembro de la familia de los TGF con una bien 

conocida función particular en epidermis que es capaz de diferenciar CL en ausencia del 
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TGF (Musso et al., 2008) o la participación de M-CSF en lugar de GM-CSF para la 

producción tanto de CD como de CL (Molla et al., 2003). 

 

1.2.4 Nuevos modelos de estudio de CL. 

La importancia del estudio de las CL radica en los numerosos procesos biológicos y 

también médicos en los que están involucradas. Por ejemplo, las CL están implicadas en 

enfermedades como dermatitis y procesos alérgicos cutáneos, en la inmunidad inducida 

por vacunas (ya que se ha involucrado a la langerina con la capacidad de las CL para 

reconocer antígenos virales), en oncología se estudia el potencial de las CD y CL en 

respuestas antitumorales como el melanoma (Merad et al., 2008b) y en general en los 

procesos involucrados en estados tempranos de la respuesta inmune. 

Se han propuesto modelos que permitan estudiar las CL en un microambiente libre de 

otras CD dérmicas, macrófagos, linfocitos T y B y células cebadas para poder analizar los 

distintos aspectos de su biología celular, los complejos mecanismos que existen entre las 

interacciones de las células epidémicas con las CL y la contribución de estos dos tipos 

celulares en la respuesta inmune de la piel. Éstos también permitirían desarrollar 

herramientas para evaluar varios compuestos de interés toxicológico de gran importancia 

en la industria farmacéutica y cosmética. De esta forma, se han construido equivalentes 

cutáneos mediante ingeniería de tejidos, en los que se han introducido CL (Regnier et al., 

1998; Facy et al., 2004; Facy et al., 2005). Por un lado, Regnier y colaboradores 

reconstruyeron una epidermis que incluía CL humanas obtenidas de la diferenciación de 

precursores CD34+ y sembradas con queratinocitos y melanocitos sobre una dermis 

humana desvitalizada (Regnier et al., 1998), posteriormente se obtuvo una epidermis que 

incluía CL sobre un soporte dérmico de colagéna comercial (Episkin(R)) en donde las CL 

se obtuvieron de cultivos de precursores CD34+ (Facy et al., 2004; Facy et al., 2005). 

Estos constructos cutáneos con CL al parecer son excelentes modelos, sin embargo, 
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tienen el inconveniente de que la base dérmica que se emplea es colágena desvitalizada 

o derivados lo que la convierte en un material costoso y limitante ya que la disponibilidad 

de tener piel humana obtenida mediante cirugía es limitada, por otro lado aunque se 

consiguieron buenos resultados en cuanto a morfología, los constructos carecen de 

fibroblastos los cuales son células necesarias para propiciar una mejora en el  

microambiente necesario para el crecimiento de los queratinocitos (Wong et al,. 2007). 

 

1.3 Ingeniería de tejidos  

La ingeniería de tejidos es un área interdisciplinaria científica que tiene el propósito de 

reparar, reemplazar mantener o mejorar la función particular de un órgano o tejido. Este 

término fue acuñado hace 30 años en 1987, pero muchas de las técnicas utilizadas en 

ella han sido desarrolladas desde décadas anteriores (Falke y Atala, 2000). Existe un gran 

interés en esta área pues tiene un enorme potencial terapéutico para ser aplicado en el 

reemplazo de órganos o tejidos dañados por enfermedad o lesión. Actualmente sólo piel, 

hueso, cartílago, capilares y tejido periodontal pueden ser conseguidos mediante esta 

tecnología, aunque su empleo en pacientes todavía es muy limitado, se espera 

implementar protocolos adecuados y cada vez mas confiables para su uso (Metcalfe y 

Ferguson, 2007).  

Para regenerar nuevos tejidos se deben de tener en cuenta tres elementos básicos: las 

células, el andamio y los factores de crecimiento. Las células sintetizan la matriz del 

nuevo tejido, mientras que el andamio provee un ambiente apropiado a las células para 

que se comprometan efectivamente con su función y los factores de crecimiento 

facilitarían y/o promoverían la regeneración, diferenciación y multiplicación de las células 

(Ikada, 2006; Macri  y Clark, 2009).   
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1.3.1 Ingeniería de piel 

La bioingeniería para la construcción de piel artificial representa una perspectiva de 

terapia avanzada para el combate de heridas crónicas o agudas en piel. Sin embargo, en 

la actualidad no existe piel artificial que imite completamente la anatomía, fisiología, 

estabilidad biológica y estética natural de la piel (Ikada, 2006; Metcalfe y Ferguson, 2007). 

Entre las características deseables que tendrían que cumplir los sustitutos de piel se 

incluyen: facilidad en la manipulación y aplicación en el sitio de la lesión, proveer de una 

barrera vital con un apropiado flujo hídrico, ser adherente, con adecuadas propiedades 

físicas y mecánicas, que se tenga control de su degradación, ser estéril, no tóxica o 

antigénica y que no provoque ninguna reacción inflamatoria, además de tener un bajo 

costo (Ikada, 2006). 

En los últimos años se han conseguido progresos muy importantes en los materiales que 

se emplean para la producción de un  equivalente cutáneo para que sea funcional y 

durable. Las matrices extracelulares artificiales incluyen las derivadas de materiales 

naturales y las manufacturadas sintéticamente. Como ejemplos de materiales naturales se 

incluyen a las hidroxiapatitas, el hialuronano, los glucosaminoglucanos, la fibrina, la 

colágena, y el quitosán, todas ellas tienen la ventaja de tener baja toxicidad y baja 

respuesta inflamatoria. Algunos ejemplos de materiales sintéticos incluyen poliglicilidos, 

polilácticos y polilácticos coglicólicos que son usados en la industria para suturas y mallas. 

Otros ejemplos incluyen los politetrafluoroetilenos y polietilenos tereftalatos (Metcalfe y 

Ferguson, 2007). 

 

1.3.2 Fibrina como biomaterial 

La fibrina es un sustrato natural que desempeña un importante papel en la cicatrización 

de cualquier herida en el cuerpo humano. En el plasma soluble se encuentra el 

fibrinógeno el cual se deposita en una herida en presencia de trombina y calcio es 
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convertido a monómeros de fibrina y posteriormente en presencia del factor XIIIa se 

convierte en un polímero estable de fibrina. La fibrina tiene una taza de formación-

degradación, en donde actúan los factores estabilizantes como el factor XIIa de la 

coagulación, la aprotinina es una antiplasmina que inhibe la fibrinolisis, y por otro lado, se 

encuentran las enzimas proteolíticas como la plasmina que permiten su degradación 

(Geneser, 2000). La fibrina se puede conseguir comercialmente en preparados con una 

alta concentración de esta proteína entre 70 a 120 mg/ml, más factor XIIIa y aprotinina. Es 

posible utilizar plasma autólogo para obtener fibrina con una concentración alrededor de 6 

a 12 mg/ml ó una mezcla de varios plasmas y su posterior crioprecipitación para obtener 

una concentración final de entre 40 y 50 mg/ml (Currie et al., 2001).  

La fibrina tiene grandes cualidades como soporte o andamio, es un material 100% 

absorbible en comparación con los biomateriales sintéticos; se asocia con fibronectina lo 

que permite una comunicación célula-matriz, lo que a su vez permite la migración celular. 

Además, tiene un rango de degradación adecuado ya que se encuentra en las heridas por 

aproximadamente 4 días y es indetectable alrededor de los 10 días (Metcalfe y Ferguson, 

2007). De manera adicional, el empleo del plasma como fuente de fibrina proporciona 

factores de crecimiento,  algunos de los cuales son acarreados por la misma fibrina y 

pueden ser liberados, otros pueden estar inactivos o ausentes en los concentrados que se 

comercializan pero que pueden estar muy activos en plasmas autólogos. Entre estos 

factores podemos encontrar: el Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF), el 

Factor de Crecimiento de Fibroblastos (FGF), el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) 

y el Factor de Crecimiento Transfórmante  (TGF) (Currie et al., 2001). En la práctica 

médica se ha descrito a la fibrina como un buen material adhesivo usado para fijar injertos 

de piel en quemaduras y/o para propiciar el cierre de heridas expuestas grandes, en 

cirugía particularmente en la cirugía plástica y reconstructiva se usa para promover una 

curación rápida de las heridas (Currie et al., 2001).  
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1.3.3 Fibrina y su uso en la ingeniería de piel. 

En la ingeniería de piel la fibrina se ha empleado ampliamente, aprovechando la facilidad 

con que se obtiene y que naturalmente funciona como factor cicatrizante e interacciona en 

más de una vía con las células dérmicas y epidérmicas. Así, desde mediados del siglo 

pasado se utilizaba para fijar insertos de piel para transplante, los cuales eran sumergidos 

en plasma y luego se dejaban solidificar en el sitio de la lesión (Tridrick y Warner, 1944) y 

en los años 70s se popularizó el utilizar el adhesivo de fibrina para sellar las heridas 

colocando capas de fibrina a las cuales se las adicionaba trombina y factor XIIIa 

(Spangler, 1976). Como adhesivo se utilizó para fijar queratinocitos en andamios de 

colágena (Grant et al., 1998) o soluciones de fibrina con queratinocitos inmersos en ella 

como terapia para reconstruir epidermis dañada (Hotch et al., 1998). Sin embargo, es en 

1988 que se sembraron queratinocitos sobre un gel de fibrina y posteriormente se aplicó 

en úlceras obteniendo como resultado una mejora en la rapidez de la curación en 

comparación con el grupo control (Hunyadi et al., 1988). En 1991 se reportó el uso de 

queratinocitos autólogos provenientes de un cultivo primario con una capa alimentadora 

de fibroblastos 3T3 de ratón y la formación de láminas de queratinocitos sobre el gel para 

su posterior empleo en pacientes quemados (Ronfard et al., 1991). Finalmente, Meana y 

colaboradores (1998) emplearon como matriz dérmica al mismo gel de fibrina 

crioprecipitada adicionada con trombina en el que sumergieron fibroblastos autólogos 

humanos y arriba del gel sembraron los queratinocitos autólogos obteniendo así una 

mejora importante en la rapidez de la proliferación de los queratinocitos. 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Las CL tienen una función fundamental en la inducción de respuestas inmunológicas 

contra antígenos exógenos y endógenos, ya que son capaces de estimular a linfocitos 

vírgenes de una manera muy eficaz. Para llevar a cabo tal estimulación, las CL necesitan 

migrar acarreando los antígenos hacia los ganglios linfáticos y al mismo tiempo cambiar 

su fenotipo de una célula eficaz en la captación y procesamiento de antígenos en un 

fenotipo de una célula más eficiente en la presentación de los mismos. Muchas 

cuestiones acerca de la biología de las CL aún permanecen sin resolver y necesitan ser 

estudiadas a fondo, por lo que se hacen necesarios modelos confiables que permitan la 

realización de ensayos experimentales y su análisis posterior. Se han construido 

equivalentes cutáneos con una base dérmica de colágena en los cuales se han insertado 

CL en la epidermis. Estos constructos cutáneos con CL al parecer son excelentes 

modelos, sin embargo, tienen el inconveniente de que son costosos y que la 

disponibilidad de tener piel obtenida mediante cirugía es limitada. La construcción de un 

equivalente cutáneo con una base dérmica de fibrina en el cual se inserten CL derivadas 

de médula ósea en la epidermis podría obtenerse a bajo costo además de ser fácil de 

obtener, por lo que se podría estandarizar el empleo de este tipo de modelos para el 

estudio de la biología de las CL.  
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3. HIPÓTESIS 

Si un constructo cutáneo con una base dérmica de fibrina elaborado en el laboratorio 

proporciona condiciones semejantes a las de la piel de ratón entonces es posible que las 

células de Langerhans derivadas de células madre de médula ósea tendrán un fenotipo y 

comportamiento similar al de las células de Langerhans de piel. 

 

4. OBJETIVOS 

    4.1 Objetivo general  

 Construir un equivalente cutáneo con base dérmica de fibrina como un posible 

modelo de estudio de células de Langerhans. 

 

   4.2 Objetivos particulares  

 Construir un equivalente cutáneo con una base dérmica de fibrina que contenga un 

epitelio con células de Langerhans derivadas de médula ósea.  

 

 Comparar la morfología y presencia de las células de Langerhans derivadas de 

médula ósea del constructo cutáneo en una base dérmica de fibrina con células 

de Langerhans obtenidas directamente de piel de ratón. 
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5. METODOLOGÍA 

5.1 Extracción de queratinocitos y fibroblastos a partir de piel de ratón 

En los experimentos de este trabajo se emplearon ratones de la cepa Balb/c de entre 6 a 

8 semanas y 40-60 gr de peso, obtenidos del Bioterio de la Facultad de Medicina y 

manejados de acuerdo a los lineamientos del comité de ética de la Facultad de Medicina 

apoyado en el reglamento de la ley general de salud en materia de investigación para la 

salud y en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, fueron alimentados con 

alimento Purina-Chow para ratones, agua ad-libitum, ciclos de luz oscuridad de 12 h y a 

una temperatura constante de 23 °C.  

 

 

 

 

 

 

Piel de ratón  

Dermis Epidermis 

Cultivo primario de fibroblastos 
(CPFb) 

Cultivo primario de queratinocitos 
(CPQn) 

Fibroblastos 3T3 NIH, 
irradiados, 60 Gy 

Fueron congeladas hasta su uso 
a -70°C 

Fueron congeladas hasta su uso 
a  -70°C 

 

Diagrama 1. Obtención del cultivo primario de queratinocitos y cultivo primario de 
fibroblastos a partir de piel de ratón. 
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Los cultivos primario de queratinocitos y de fibroblastos (CPQn y CPFb respectivamente) 

se obtiuvieron de la disgregacion de dermis y epidermis de piel de raton (Diagrama 1), 

para lo cual, los ratones fueron sacrificados por dislocación cervical y posteriormente 

depilados con una crema depiladora comercial la cual se utilizó siguiendo las 

instrucciones del empaque. Se cortó la piel de las zonas ventral y dorsal, y se removió 

mecánicamente el tejido adiposo y el muscular subyacente. Una vez retirados, la piel se 

cortó en trozos de 0.5 x 0.5 cm o de 0.5 x 2 cm si es que se deseaba separar la 

epidermis, fueron inmediatamente colocados en solución salina balanceada de Hanks 

(HBSS) estéril a 4 °C.  Para desinfectar los fragmentos de piel se lavaron con etanol frío 

70% por 30 segundos con agitación ligera y después se lavaron tres veces con  HBSS 

estéril por 60 segundos en cada ocasión. 

Para separar la epidermis de la dermis, los fragmentos grandes (0.5 x 0.2 cm) de piel 

fueron colocados en una caja de Petri con RPMI 1640/Dispasa (Gibco) (1mg/ml) durante 

18 horas a 4°C procurando que se mantuvieran flotando con la dermis hacia abajo para 

permitir la adecuada difusión de la enzima hacia el epitelio, pasado este tiempo se 

incubaron una hora mas a 37°C, 5% CO2  y  humedad a saturación. Una vez terminado 

este periodo fue posible separar con ayuda de unas pinzas las láminas epidérmicas de las 

dérmicas.  Posteriormente las láminas epidérmicas se incubaron con una solución RPMI 

1640/Tripsina 0.05%/EDTA 0.02% (Gibco) a 37 °C por dos horas y terminado este tiempo, 

se sometieron a pipeteos continuos para forzar mecánicamente el desprendimiento 

celular. La suspensión celular se hizo pasar por un filtro de 100μm para eliminar restos de 

tejido y se centrifugó a 300 G durante 10 minutos, el botón celular se resuspendió en 1 ml 

de medio RPMI 1640 para posteriormente determinar el número de células por mililitro en 

cada experimento.   

Los fragmentos de piel pequeños (0.5X 0.5 cm) se colocaron en un tubo de 50 ml con 

solución RPMI 1640/Tripsina 0.05%/EDTA 0.02%  y se incubaron una hora a 37 °C en 
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baño María con agitación máxima para permitir el desprendimiento de las células. 

Posteriormente se agregó un mililitro de solución al 10x de  RPMI 1640/Tripsina 0.05% / 

EDTA 0.02%  y se incubaron una hora y media más. Una vez terminado este tiempo el 

medio se recolectó y se centrifugó a 300 G durante 10 minutos, el sobrenadante fue 

devuelto con el resto de las muestras de piel y se agitó para recolectar más células 

desprendidas de las epidermis. De la misma manera el  medio fue centrifugado dos veces 

más, el botón celular resultante se resuspendió en 1 ml de medio completo para 

determinar el número de células por mililitro en cada experimento. Los queratinocitos así 

obtenidos fueron sembrados en una proporción 1:3 con fibroblastos 3T3 irradiados hasta 

el momento de ser transferidos al andamio o directamente sembrados en este. 

Para obtener fibroblastos de las muestras de dermis, éstas fueron puestas en una 

solución de colagenasa 2 mg/ml (Gibco) por 1 hora en baño María con agitación intensa 

para permitir la degradación de la dermis, e incubarlas por 30 minutos, 1, 2 y 12 horas 

para determinar el tiempo adecuado para la piel de ratón (Llames et al., 2006). Posterior a 

la digestión con colagenasa la suspensión celular se centrifugó y el botón celular fue 

resuspendido en medio de crecimiento de fibroblastos DMEM/SBF10% o MFb y sembrado 

en una caja Petri, se incubaron por 24 horas para que los fibroblastos se adhirieran al 

fondo de las cajas, posteriormente se realizaron lavados con HBSS para excluir los restos 

de células u otras partes de tejidos y se adicionó medio fresco MFb. Estas células se 

dejaron en incubación a 37°C, 5% de CO2 con cambio de medio cada tercer día, hasta 

que alcanzaran alrededor de 80% de confluencia, una vez alcanzado este número celular 

se eliminó el medio y se realizó un lavado con HBSS el cual se eliminó y se adicionó 

Tripsina/ EDTA/ HBSS por 5 minutos a  37 °C. Para inactivar la  enzima se adicionó medio 

completo, las cajas se lavaron, el medio con las células fue recolectado y  centrifugado  a 

300 G por 10  minutos, el botón celular se lavó tres veces con HBSS para eliminar los 

restos de la tripsina. Las células obtenidas fueron contadas y congeladas a una densidad 
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de 100X103 células/ml de medio de congelación para fibroblastos a -70°C para ser usadas 

después o sembradas en el doble de cajas para aumentar el número celular y ser usadas 

en el andamio. De esta manera se obtuvieron por cada caja de Petri entre 3x105 a 5x105 

células/ml. 

  

5.2 Obtención de fibroblastos 3T3 para cultivo de queratinocitos 

Para la expansión de los queratinocitos obtenidos de ratón es necesario sembrarlos en 

presencia de fibroblastos los cuales los ayudan a crecer; para este propósito, es 

necesario una capa alimentadora de fibroblastos 3T3 (Diagrama 1). Los viales de la línea 

celular de fibroblastos NIH/3T3 de ratón (ATCC) fueron descongelados en baño María a 

37°C, posteriormente se centrifugó a 300 G para eliminar el medio de congelación y el 

botón celular se sembró en una caja de 75 cm2 que fue incubada a 37°C, 5% de CO2 y 

humedad a saturación con cambio de medio cada tercer día esperando que las células 

alcanzaran 70 a 80%. A este tiempo se cosecharon con la solución de Tripsina/EDTA y la 

suspensión se centrifugó para eliminar la tripsina, el botón celular se repartió entre 3 a 5 

cajas dependiendo de la expansión requerida. Una vez que fue alcanzando un número 

adecuado de células, parte de ellas se ocuparon para mantener la línea y la otra fue 

sometida a una dosis de 6000 Rads de radiación en el aparato Gamma Cell-1000 de 

Nordion. Una vez listas para su uso en la siembra con los queratinocitos a razón de 2 X 

106 de 3T3 por caja de 25 cm2. 
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Médula ósea de ratón Balb/c 

snGM-CSF y TNF snGM-CSF, TNF y 

TGF1 

Células CHO para producir 
snGM-CSF 

Células dendríticas (CD) Células de Langerhans (CL) 

Citometría de 
flujo 

Separación por 
Magneto de células 

CD11c+ 

Separación por 
Magneto de células 

CD11c+ 
 

MEB 

Fenotipo CL: 
CD207, MHCII, 

CD11c, CD205, E-
cadherina 

 

Fenotipo de 
maduración: 

CD86 y CD40 
 

Cultivo por 7 días suplementado 

Citometría de 
flujo: CD207 

CD CD11c+ 
fueron 

mantenidas a 
-70°C hasta 

su uso 

CD CD11c+ 
fueron 

mantenidas a 
-70°C hasta 

su uso 

Diagrama 2. Obtención de CD y CL en cultivo diferenciadas a partir de MO de ratón con 
GM-CSF obtenido de células CHO. 
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5.3 Obtención de snGMCSF a partir de células CHO 

Para la diferenciación de células de médula ósea a células dendríticas y células de 

Langerhans es necesaria la adición de GM-CSF, que es posible obtener de células de 

ovario de hamster chino (CHO) modificadas con un gen que produce el GM-CSF 

(Diagrama 2). Estas células fueron descongeladas a baño María a 37°C y sembradas en 

una caja de 25 cm2 con medio F12 /SBF (Gibco) 10%/ geneticina 1 mg/ml (medio 

denominado F12 S). Cuando las células alcanzaron el 90% de confluencia, se les agregó 

Tripsina 0.05%/EDTA 0.02% y las células desprendidas fueron  eliminadas y a las células 

adheridas se les colocó medio F12S nuevo, este procedimiento se repitió tres veces. 

Posteriormente, las células fueron tripsinadas y las células que se desprendieron se 

pasaron a una caja de 75cm2 y se les agregó medio F12 de crecimiento (F12C) 

(F12/SBF10%) que se dejó hasta que alcanzaran 90% de confluencia, momento en el 

cual las células se tripsinaron y se sembraron en 6 cajas  de 75 cm2 con medio F12C. Una 

vez que las células alcanzaron 90% de confluencia se lavaron con HBSS y se les adicionó 

medio F12 plano (F12 P) y se incubaron entre 48 y 72 horas. Posteriormente, el medio fue 

recolectado, filtrado con filtro de 0.22 μm y congelado a -20 hasta su uso, las células de 

las cajas se tripsinaron y lavaron con HBSS, a las células que no se  desprendieron se les 

adicionó medio F12 C y se esperó a que alcanzaran la confluencia adecuada. Este 

procedimiento de producción-crecimiento se repitió 4 veces más, tiempo después del cual 

las células se regresaban al medio de selección. El snGM-CSF obtenido de las células 

CHO se degenera con el tiempo por lo que es necesario mantener una línea de 

producción constante y no almacenar por más de dos meses el sobrenadante obtenido 

por esta metodología. 
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5.4 Diferenciación de células Langerhans a partir de médula ósea (MO) 

Se extrajo la MO para diferenciar las CL y CD (Diagrama 2). De ratones Balb/c de 6 a 8 

semanas se utilizaron fémures y tibias completos quitando la mayor parte del tejido 

muscular adyacente Los huesos fueron puestos en HBSS frío; posteriormente fueron 

desinfectados con etanol 70% por 60 segundos y lavados tres veces con HBSS. En una 

caja Petri con medio DMEM/SBF 10% se colocaron los huesos a los cuales se les 

cortaron las epífisis y con ayuda de una jeringa se inyectó medio a través de ellos para 

forzar la salida de las células de la medula ósea. Las células obtenidas se homogenizaron 

y pasaron por un filtro de 100 μm para eliminar restos de tejido y posteriormente se 

centrifugaron a 300 G por 10 minutos. Para eliminar los eritrocitos al botón celular se 

adicionó 1 ml de una solución de cloruro de amonio 0.84% como solución de lisis, el cual 

se incubó a temperatura ambiente por 3-4 minutos, posteriormente se le adicionó medio 

completo (DMEM/SBF 10%) y se centrifugó 300 G. Las células obtenidas fueron 

sembradas en cajas Petri a razón de  1-2 X106 células/ml, con medio DMEM (Gibco) 

suplementado con SBF 10%, snGM-CSF 20%, TNFα 50 U/ml (Chemicon-Millipore) y 

TGFβ1 0.5 ng/ml (Santa cruz Biotecnology) como se ha reportado (Strobl et al 1996; 

Jaksist et al., 1999; Geissmanm et al., 1998), posteriormente se hicieron cambios de 

medio completo en los días 3 y 6 y fueron cosechados al séptimo día de cultivo (Facy et 

al., 2004). Se realizaron pruebas con cultivos con snGM-CSF y TNFα por los cuatro 

primeros días y TGFβ1 los siguientes días hasta completar los 7 días de diferenciación, y 

uno paralelo donde se adicionaron todas las citocinas desde el día 1. 

 

5.4.1 Citometría de flujo 

Las células fueron teñidas para citometría de flujo para evaluar su fenotipo de CL 

(Diagrama 2) usando los siguientes anticuerpos: I-A/I-E (para evidenciar MHCII), CD11c 

(BD Biosciences), CD207 (e Biosciences), CD205 y E-cadherina (RD System), y para 
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evaluar el grado de activación de las células se usaron los anticuerpos CD40 y CD86 (BD 

Biosciences). Las células recolectadas de las cajas, se lavaron con PBS/SBF 0.5% y se 

centrifugaron a 300 G. El botón celular, se resuspendió en una solución de PBS/SBF 

0.5% con el anticuerpo según las instrucciones de uso de cada uno y fue incubado por 15 

minutos a temperatura ambiente en obscuridad y posteriormente se lavó y se repitió el 

procedimiento para colocarles Streptavidina acoplada a FITC, APC, Cy5 o Pe 

(BDbiosciences) que son los fluorocromos con los que se marcaron los anticuerpos (FITC 

con CD207; APC con CD11c; Cy5 con I-A/I-E y Pe para CD205, E-cadherina, CD40 y 

CD86) Las muestras teñidas se conservaron en refrigeración y obscuridad hasta ser 

leídas por el FACScalibur (BD Biosciences). El análisis de los resultados se realizó con 

ayuda del programa WinMDI 2.9 y Flow Jo 3.4.  

 

5.4.2 Separación de CL y CD por Súper MACS 

Posteriormente, se procedió a la separación de células CD11c+ para purificar la cantidad 

de células dendríticas del cultivo inicial, la cual se realizó mediante separación con perlas 

magnéticas acopladas a CD11c (Miltenlli Biotec) y posteriormente se utilizó el magneto 

Super MACS (Miltenlli Biotec) por donde se pasó la suspensión de células marcadas con 

perlas  CD11c, recuperando después solo las células CD11c positivas. Estas fueron 

inmediatamente sembradas o congeladas a -70 °C hasta su uso (Diagrama 2).  

 

5.4.3 Microscopia electrónica de barrido (MEB) 

Se tomó una alícuota de CD separadas con CD11c por MACS para poder ser vistas en 

por microscopia electrónica de barrido (Diagrama 2), para lo cual, se realizó un frotis 

sobre cubreobjetos de 10 mm X 10mm. Las células fueron fijadas con glutaraldehído 2.5% 

en buffer de cacodilatos 0.1M pH 7.2-7.4 por 15 minutos a temperatura ambiente, una vez 

fijadas se incubaron con osmio durante 1 hora, se lavaron y conservaron en buffer de 
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cacodilatos, hasta la deshidratación de la muestra con gradiente de etanol, desecación 

por punto crítico de CO2 y el revestimiento de la muestra con una película de oro. Por 

último la muestra fue observada en un Microscopio Electrónico de Barrido. Zeiss DSM50 

1987. 

 

Evaluación de Fibrina 

Plasma 40% Plasma 60% Plasma 80% Plasma 80%/Agarosa 
0.1% 

Medición de las áreas de 
fibrina, por 14 días 

 

  7 días en cultivo 

ANOVA dos vías y prueba de 
comparación múltiple de  

Bonfferrioni 
 

Fibroblastos del cultivo primario: 10 
X10

3 
y 40 X10

3
 cel/cm

2
 

 

Plasma 
80%/Agarosa 0.1% 

 

Células 
CD11c+ CD 
o CL 

Células del 
CPQn 

Células del 
CPFb 

Técnica Histológica: 
H-E y Masson 

 
Diagrama 3. Evaluación del rendimiento de los geles de fibrina  a diferentes 
concentraciones de plasma. 
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5.5 Evaluación de los geles de fibrina 

El andamio de fibrina se obtuvo solidificando plasma humano donado por el banco de 

sangre del Hospital General de México, el cual fue obtenido de sangre anticoagulada con 

citrato de sodio 0.1M. Se analizaron cuatro proporciones de plasma en las soluciones 

(n=6) (Diagrama 3): 

 Plasma 40%: 10ml de Plasma, 2ml de DMEM, 0.200 ml de acido tranexámico 

(Sigma) 100mg/ml, 10.8 ml de Cloruro de sodio 0.9%, 0.200 ml de Cloruro de 

Calcio 1% (Llames et al., 2006). 

  Plasma 60 %: 17 ml de Plasma, 3.5 ml de Cloruro de Sodio 0.9%, 1 ml DMEM, 

0.450 ml de acido tranexámico 100 mg/ml, 5 ml de Cloruro de Calcio 1% 

(Comunicación personal, Miguel Herrera).  

 Plasma 80%: 21 ml de Plasma, 2 ml de DMEM, 0.200 ml de ácido tranexámico 100 

mg/ml, 2 ml de Cloruro de Calcio 1% (Serrato, 2010). 

 Plasma 80%/Agarosa 0.1%: 21 ml de Plasma, 2 ml de DMEM, 0.200 ml de ácido 

tranexámico 100 mg/ml, 2 ml de Cloruro de Calcio 1% y 1 ml de Agarosa 0.1% 

(Serrato, 2010). 

Después de la solidificación se sembraron 10 mil o 40 mil Fibroblastos/cm2 sobre el gel y 

se registró en fotografías la degradación del gel de fibrina en la presencia de las células 

cada dos días durante 14 días, al final se midió el área de fibrina en cada día de prueba 

con ayuda del programa Motic Images Plus 2.0.  

 

5.6 Construcción de geles de fibrina queratinocitos y fibroblastos y/o CL 

Sobre el gel de Plasma 80%/Agarosa 0.1% se sembraron 40x103 fibroblastos/cm2 y 

400x103 queratinocitos/cm2 con o sin 100x103 células CD11c+/cm2 y se dejaron 

incubando entre 7 y 14 días con medio QC. Pocas muestras llegaban al final del periodo 

de cultivo y/o con un adecuado volumen para ser procesadas. Las muestras recuperadas 
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se fijaron y sometieron a técnica histológica de rutina y fueron teñidas para H-E y Masson 

para evaluar la estructura tisular general (Diagrama 3). 

 

5.7 Determinación de la permanencia de CL implantadas in vivo 

Para evaluar la permanencia de las CL, éstas fueron implantadas sobre el constructo 

cutáneo de fibrina; se construyeron los geles de fibrina con Plasma 80%/Agarosa 0.1%, 

40 x103 Fibroblastos/cm3 de plasma y 400x103 queratinocitos/cm2 con o sin 100 x103 

células CD11c+/cm2 y se dejaron incubando 7 días (Diagrama 4). Posteriormente a 

ratones de la cepa  Balb/c se les aplicó el gel adherido a una malla de tul con cianocrilato 

Experimento en ratones  Balb/.c 
 

Injertar constructo plasma 
80%/Agarosa 0.1%  

 Control +: piel normal de ratón 

Grupo CL: Células del CPQn, células 
del CPFb y  Células Langerhans 
CD11c+ 

 Grupo CD: Células del CPQn, células 
del CPFb y Células Dendríticas 
CD11c+ 

 Control -: Células del CPQn y células 
del CPFb 

15 días después se extrajo la 
zona donde se implanto el 

constructo 

Inmunohistoquímica para 
evidenciar MHCII 

Conteo de CL/mm de epidermis 
en el área del inserto 

ANOVA y prueba de 
comparación múltiple Tukey 

Kramer 

 

Diagrama 4. Experimentos in vivo injertando constructos con CL o CD. 
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como pegamento (Kola Loka Johnson®) y a su vez con este mismo pegamento se fijó el 

constructo sobre una herida de aproximadamente 1cm2 hecha sobre la parte dorsal 

superior de cada ratón. Se realizaron 4 grupos experimentales con n=3 (Diagrama 4): 

 Control +: Piel Sana de ratón sin tratamiento. 

 Control -: Andamio de fibrina con queratinocitos y fibroblastos 

 CL: Andamio de fibrina con CL separadas por MASC que fueron diferenciadas a 

partir de MO con TNF y TGF 

 CD: Andamio de fibrina con células dendríticas separada con MACS diferenciadas 

a partir de MO pero el medio de cultivo no se suplemento con TGF o TNF. 

Una vez transcurridos 15 días los ratones fueron sacrificados y las cicatrices se retiraron y 

fijaron en una solución de Formaldehído 10%/Acido Pícrico, posteriormente se procesaron 

por técnica histológica convencional. Se realizaron sobre cada una de las ellas una 

inmunohistoquímica contra las moléculas I-A/I.E del MHCII y así evaluar la presencia de 

CL en la epidermis. 

 

5.7.1 Inmunohistoquímica 

La inmunohistoquímica se realizó para evidenciar la presencia de células positivas a 

moléculas I-A/I-E de ratón en los cortes de cicatrices de ratón después de la inserción de 

un constructo cutáneo con base dérmica de fibrina (Diagrama 4), para la cual los cortes 

de 5 μm fueron desparafinados con xileno y un gradiente de etanol desde absoluto hasta 

70%, posteriormente se colocaron en agua destilada y PBS por 5 minutos 

respectivamente. Se inhibió la peroxidasa endógena con una solución de Peróxido de 

Hidrógeno (Baker) al 10% por 10 minutos, posteriormente se incubó 1 hora con el 

anticuerpo producido en rata contra ratón I-A/I-E (BD Biosciences, MHCII en ratón) en una 

dilución 1:200 a 37°C, posteriormente se lavó e incubó con un anticuerpo secundario 
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producido en cabra contra rata por 30 minutos 37°C (MP Biomedicas), y a continuación se 

lavó con PBS y se incubó con el complejo streptavidina-peroxidasa de rábano por 30 

minutos 37°C; las muestras fueron lavadas y reveladas con un Kit de Revelado de 

Diaminobenzidina (DAB) de Zymed vigilando bajo el microscopio la aparición de la marca 

(10 minutos aproximadamente), posteriormente fueron lavadas con agua destilada y se 

deshidrataron en un gradiente de etanol desde 70% hasta absoluto y baños de xileno para 

poder ser montadas con resina. Las muestras se observaron en el microscopio de campo 

claro Nikon Eclipse 80i y con el programa de captura Nis Element-F de Nikon se tomaron 

fotografías de cada muestra. Se utilizó el programa Motic Image Plus para contar las 

células positivas por milímetro lineal de epidermis (CL/mm de epidermis).  

 

Evaluación de CL en cocultivo 

Siembra sobre la placa de cultivo sin 
andamio 

Grupo de CD 
 

Grupo de CL 

Células del CPQn, Células del CPFb y  
CD CD11c+ 

Células del CPQn, 40X103 células del 
CPFb y CD CD11c+ 

Después de 7 días 

Inmunofluorescencia para CD207 
 

Diagrama 5. Evaluación de las CL y CD cultivadas en presencia de queratincoitos y 
fibroblastos después de 7 días. 
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5.8 Evaluación de la presencia de CL en co-cultivos con queratinocitos y 

fibroblastos 

Todas las células fueron sembradas sin el gel sobre una placa de cultivo en las que 

primero se dejaron proliferar 40x103 fibroblastos/cm2 y se incubaron hasta que alcanzaron 

confluencia; sobre ellos se sembraron 400x103 queratinocitos/cm2 y posteriormente se 

formaron 2 grupos experimentales sembrando células derivadas de MO (Diagrama 3) 

como a continuación se describe: 

1. Grupo con CL CD11c+: 100x103 células CL/cm2 diferenciadas de células de MO 

en cultivo suplementado con TGF. 

2. Grupo con CD CD11c+: 100x103 células CD/cm2 diferenciadas de células de MO 

en cultivo sin suplementar con TGF.  

Todas las células fueron incubadas con medio DMEM/F12 (Gibco) en proporción 3:1 

adicionado con SBF 10%, Estreptomicina-Gentamicina (PAA) 1%, Adenina 24 g/ml 

(Sigma), Insulina 5 g/ml (Humulin R), toxina de cólera 8ng/ml (Sigma), Factor de 

Crecimiento Epidérmico (EGF)10ng/ml, triyodotironina 1.3 ng/ml (Sigma), Hidrocortisona 

0.4 g/ml (Sigma), al cual se le denomina medio QC. Se hicieron los grupos 

experimentales con n=3. 

 

5.8.1 Inmunofluorescencia 

Para evaluar la diferenciación a CL se procesaron las muestras de cultivo para  

inmunofluorescencia contra CD207 (eBioscience) (Diagrama 5). Las células fueron fijadas 

con acetona y posteriormente se permeabilizaron las membranas con Tritón X100 0.2% 

para poder acceder al CD207 citoplasmático. Se incubaron a 6-8° C toda la noche con el 

anticuerpo biotinilado producido en rata contra ratón CD207 (eBioscience), y 

posteriormente se incubaron con Streptavidina FITC (BDBiosciences) 30 min a 37°C. 
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Finalmente, las muestras se montaron con glicerol y fueron observadas en el microscopio 

para inmunofluorescencia Nikon eclipse 80i utilizando el programa de captura Nis 

Element-f de Nikon. 

 

5.9 Análisis estadístico 

Para evaluar la desintegración de los geles se realizó una prueba de análisis de varianzas 

(ANOVA) de dos vías seguida de una post prueba de comparación múltiple de 

Bonfferroni. Para comparar la cantidad de CL retenidas en la epidermis se realizó un 

ANOVA de una sola vía con una post prueba de comparación múltiple de Tukey. Se utilizó 

el programa GraphPad Prism 5.  
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6. RESULTADOS 

6.1.1 Cultivo Primario de Queratinocitos (CPQn) 

Para la extracción tanto de fibroblastos como de queratinocitos se determinó la mejor 

metodología que permitiera obtener un número suficiente de células además de un alto 

grado de viabilidad. Para la extracción de queratinocitos se utilizaron dos metodologías. 

En la primera (Método 1, Tabla 1) se utilizaron fragmentos de piel grandes, que fueron 

sometidos a una incubación con dispasa para separar dermis de epidermis y 

posteriormente, por separado, a una disgregación en tripsina para la epidermis y 

colagenasa para la dermis, toda ésta metodología llevó mucho tiempo y resultó 

complicada, además de obtener pobres resultados en cuanto a número celular y  

viabilidad. Así, se obtuvo en promedio 1.5X106 + 5.2X105DS con un porcentaje de 

viabilidad de 63.2% +8.7DS lo anterior se considera como un número insuficiente de 

células y relativamente poca viabilidad con el gasto de recursos y tiempo del doble. En 

una segunda metodología (Método 2, Tabla 1) la piel en trozos pequeños fue puesta en 

un tubo a baño María con las enzimas tripsina o dispasa sin la necesidad de separar la 

dermis de la epidermis y evitando así 12 a 16 horas de incubación adicional; mediante 

esta metodología se obtienen en menos de la mitad de tiempo una cantidad de 2.8X106 

+5.7X105DS células con 91.7+ 1.4DS de viabilidad en el primer día, que es considerado 

un nivel aceptable de viabilidad celular.  

 Células/ml % viabilidad 

Método 1 1.5X10
6
+5.2X10

5
DS 63.2+ 8.7DS 

Método 2 2.8X10
6
+5.7X10

5
DS 91.7+ 1.4DS 

 

Tabla 1. Número de queratinocitos extraídos por dos metodologías diferentes y el porcentaje de 

viabilidad de cada una. Datos + desviación estándar DS. n=3. 
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6.1.2 Cultivo Primario de Fibroblastos (CPFb)  

La degradación de la dermis por 12 horas como indica el protocolo de Llames et al., 2006, 

resultó ser excesiva para la piel de ratón que es mucho más delgada, frágil y con menor 

cantidad de colágena en comparación con la de humano, lo que provocó que no se 

obtuvieran células viables debido a una sobreexposición a la enzima, por lo cual se 

procedió a realizar varias extracciones para probar diferentes periodos de incubación y 

determinar el tiempo en que se obtienen más células con mejor porcentaje de viabilidad 

(Tabla 2). Los resultados obtenidos indican que para la piel de ratón es recomendable una 

incubación de una hora ya que es suficiente para obtener un número considerable de 

células viables para iniciar el CPFb y las cuales pueden reproducirse en cultivo en 

aproximadamente 7 días, después de los cuales por cada caja de Petri sembrada con 

entre 50-100X103 fibroblastos se cosechaban entre 300-500 X103 fibroblastos/ml. 

Horas  Células/ml  % de viabilidad 

12 hora 0 0 

2 horas 3X10
5
 21.95% 

1 hora 2.3X10
5
 24.5% 

30 minutos 2.8X10
5
 4.436% 

 

6.1.3 Cultivo y diferenciación de células dendríticas (CD) y CL       

La obtención de a CD o CL a partir de células de médula ósea se realizó con el snGM-

CSF  que fue obtenido de las células CHO. Para determinar la eficiencia de cada lote de 

células, se realizaron varias citometrías para los marcadores CD11c y MHCII. Los 

resultados de las prueba se muestran en la Tabla  de la Figura 6, donde se observa que 

con la mayoría de los sobrenadantes en el día 5 se obtienen alrededor del 40% de células 

dendríticas y que sólo el lote número 4 el 8 y alcanza cerca entre 52% y 60% de células 

Tabla 2. Número de células extraídas de la piel de un ratón y porcentajes de viabilidad 
después de  la incubación con 2 mg/ml de colagenasa/ RPMI 1640 a 37 °C, 5% de CO2, 
humedad a saturación.  
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(Figura 6A). El snGM-CSF obtenido de las células CHO se degenera con el tiempo como 

se muestra en la Figura 6B, por lo que es necesario mantener una línea de producción 

constante y no almacenar más de dos meses el sobrenadante obtenido por esta 

metodología. 

 

Para la obtención de un control positivo del marcador CD207, se emplearon CL extraídas 

de piel de ratones de la cepa Balb/c, que fueron incubadas en tripsina 0.05%/EDTA 

0.02%/ DMEM en baño María por 3 horas a 37°C. Las células fueron analizadas por 

citometría de flujo y los resultados se muestran en la Figura 7. La citometría de flujo 

distingue células por tamaño (Size Scater, SSC) y granularidad (Foward Scater FSC), 

mediante lo cual se seleccionan sólo las células con estas características en la región R1. 

Para la determinación de los cuadrantes y de la región negativa se utilizaron células sin 

anticuerpos (región R1 en rojo Figura 7A). Una vez determinado lo anterior, las células 

disgregadas de piel de ratón se marcaron con los anticuerpos para CD207 y MHCII (FL1 y 

FL3 en la gráfica de puntos de Figura 7B) obteniendo 6.77%+ 2.03 de células positivas 

Figura 6. A) Tabla de los porcentajes de células positivas a MHCII y CD11c usando 
diferentes lotes de producción de snGMCSF. B) Citometría contra MHCII (Cy5-FL3) en 
cultivos realizados con un mes de diferencia entre cada uno, usando el mismo lote de 
snGM-CSF obtenido de células CHO, al paso del tiempo la capacidad de diferenciación 
disminuye.  20000 eventos adquiridos. 

A B 

A 
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tanto para CD207 como para MHCII. Estas células dobles positivas se localizan en el 

cuadrante superior derecho de la gráfica de puntos Figura 7B, en donde podemos ver que 

los niveles de MHCII son elevados y no se expresa mucho CD207, lo que significa que las 

células se encuentran activadas como resultado de la manipulación y tratamiento que 

reciben las CL de ratón para su extracción desde piel. 

 

En cultivos de células humanas con TNFα se promueve la aparición de células 

precursoras CD14+ y CD1a+, estas células finalmente se diferencian a CL 

independientemente de TGFβ1 (Jaksist et al., 1999), en base a esto se realizaron pruebas 

M
H

C
ll 

4 días de cultivo con TNF 
 
 

7 días en medio completo TNFα+ TGF 1β 

C 

Figura 7. Gráfica de puntos para evaluar los marcadores MHCII, CD207 y CD11c. 1A) Tamaño y 
granularidad de las células y región R1 en rojo considerando sólo células con tamaño y 
granularidad altas, A2) control negativo células sin señal para los anticuerpos. B) Porcentajes de 
CL de piel de ratón como control. 1C) Porcentaje de células dobles positivas para CD207 y  

MHCII y CD 11c con 4 días de cultivo con TNF o 7 días de cultivo con medio completo TNF y 

TGF Determinación realizada en BD FACScalibur y anticuerpos con los siguientes 
flourocromos Anti CD207 (eBioscience), Anti I-A/I-E (MHCII) (BDbiosciences) y CD11c 
(BDbiosciences) con  FITC (FL-1), Cy5 (FL-3), Apc  (FL-4) (BDbiosciences) respectivamente.  
5,000 células adquiridas. Gráficas representativas de 3 experimentos. 

  

26.02%+4.16 33.15%+6.5 

1C 2C 

 
CD207 CD207 

M
H

C
ll 

A B 
6.77%+2.03 

CD207 

2A 1A 

Control negativo 
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para evaluar la capacidad del TNFα para permitir mayor diferenciación a CL en cultivos de 

médula ósea de ratón, los resultados se presentan en la Figura 7C y D. La diferenciación 

con medio completo desde el primer día (33.15%+ 6.5) mejora el rendimiento en 

aproximadamente 5% en comparación con los cultivos con TNF los primeros 4 días 

(26.02%+4.16). Los porcentajes de células obtenidas de un cultivo de médula ósea 

(33.15%+ 6.5 Figura 7C) son significativamente mayores a los que se obtienen de células 

de epidermis (6.77%+ 2.03) por lo que esta metodología es recomendable para obtener  

células positivas a CD207.  

 

Para comparar la marca de CD207 en diferentes condiciones de cultivo se realizó una 

citometría cuyos resultados se muestran en el histograma de la Figura 8. Se analizó un 

cultivo de médula ósea con medio suplementado con TNF y TGF1 por 7 días, otro con 

células obtenidas de piel de ratón como el control positivo y un cultivo de médula ósea 

pero sin adicionarle TGF como control negativo, posteriormente estas células se tiñeron 

para citometría de flujo contra CD207. Es claro que las células sin TGF no desarrollan 

CD207, mientras que en los cultivos con las citocinas se desarrollan un número 

Figura 8. Histograma de la expresión de CD207 en células disgregadas de piel de ratón, 

diferenciadas en cultivo a partir de médula ósea en presencia de TGF o sin TGF. 
Nótese que las células de médula ósea son más positivas a CD207 que las obtenidas de 
piel de ratón. CD207 (eBioscience) FITC (FL1) (BDbioscience) 10 000 eventos. 
Representativo de varios experimentos.  
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considerable de células, además de que son altamente positivas, lo cual no se observó 

con las CL extraídas de la piel de ratón por una ligera activación debida a la manipulación 

al ser extraídas así como, el aumento de las células en la región negativa por la presencia 

principalmente de queratinocitos y muy pocas CL.  

 

6.2 Fenotipo de CL diferenciadas en cultivo 

En la Figura 9 se muestra un fenotipo amplio de las células CD207+ que se obtienen de la 

diferenciación de medula ósea en cultivo con TGF, en estos histogramas se observa 

que las células son positivas para CD207, MHCII, CD11c, E- cadherina y CD205 (Figura 

9A). Se observaron además bajos niveles de las moléculas co-estimuladores CD40 y 

CD86 (Figura 9B), lo cual indica que no activadas. De manera ilustrativa se obtuvieron 

Figura 9. Histogramas para evaluar la presencia de los marcadores: CD207, MHCII, E-
cadherina, CD11c CD205, CD86  y CD40. A) Las células diferenciadas de medula ósea son 
células positivas para 4 marcadores CD207, MHCII y CD11c, E-cadherina, y CD205 y B) 
negativas para CD40 y CD86 que son moléculas que indican activación. 5000 eventos. En 
rojo región negativa. n=4.  
 

A 

E cadherina CD205 

CD207 CD11c MHCII CD40 

CD86 

B 
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células de cultivos separadas por MACS con CD11c para tener solo CD libres de 

macrófagos, eosinófilos y demás células en los cultivos originales, las cuales fueron 

procesadas para microscopía electrónica de barrido, las electronmicrografías se muestran 

en la Figura 10, las CD son células grandes con proyecciones citoplasmáticas amplias 

que asemejan seudópodos (Stoitzner et al., 2002). 

 

6.3 Degradación de fibrina en cultivo. 

Las pruebas realizadas para medir el porcentaje de degradación de la fibrina a diferentes 

concentraciones y con diferente densidad celular se muestran en las gráficas de la Figura 

11. La mezcla compuesta de Plasma 40% (Figura 11A) ha tenido excelentes resultados 

en la elaboración de constructos (Llames et al., 2006), sin embargo, durante la realización 

de este trabajo, al insertar en los constructos a las CD, 40X103 fibroblastos/cm2 y 400X103 

queratinocitos/cm2 con o sin 100X103 CD  o CL/cm2 después de 14 días de proliferación 

se obtenían geles con áreas reducidas (Figura 11 y 12) o incluso llegaban a disgregarse 

por completo (datos no mostrados), también se impedía la manipulación y el 

Figura 10. Microscopia electrónica de barrido de CD en cultivo, separadas por MACS con 
perlas magnéticas acopladas a CD11c. Las CD son células grandes, con proyecciones 
citoplasmáticas. Las células en cultivo de 7 días, se reproducen activamente arriba–

izquierda. Electronmicrografías tomadas en MEB, Zeiss. Las barras indican 2 y 5 m.  
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procesamiento por técnica histológica debido al poco volumen y a la consistencia 

extremadamente laxa de la fibrina. Por lo anterior, además de lo recomendado por Llames 

y colaboradores (2006), se realizaron pruebas con varias concentraciones de plasma, 

sugeridas por la literatura (Alaminos et al., 2006; Serrato, 2010) y por pruebas en nuestro 

laboratorio (Miguel Herrera, comunicación personal), y los resultados se muestran en la 

gráficas de la Figura 11 B a C. Como podemos observar el plasma utilizado sólo no 

soporta el rango de proliferación de fibroblastos, aun sembrando 10X103/cm2 o 

40X103fibroblastos/cm2, la fibrina tiende a reducir su volumen.  

 

 

 

Figura 11. Porcentaje de degradación de geles de fibrina a diferentes proporciones de plasma. 
Las concentraciones con solo plasma no mejoran la duración de los geles, los mejores 
resultados se obtuvieron con una mezcla de plasma 80%y agarosa 0.1%, las diferencias son 
significativas a partir del D12. 10X10

3
/cm

2
 y 40X10

3
/ cm

2
 de fibroblastos de ratón en el primer 

día. Se realizó un ANOVA de dos vías (P<0.0001) y una prueba post hot Bonferroni (P<0.05). 
n=6. 

* 
* 

A B 

D C 
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Se realizó una prueba de ANOVA de dos vías para analizar el comportamiento en relación 

al tiempo contra la concentración de plasma y el número celular. Este análisis (P<0.0001) 

resultó significativo con respecto a concentración y con respecto a número celular. Lo 

anterior indicó que el tiempo, la concentración de plasma y la densidad celular son 

factores que afectan considerablemente el volumen de los geles recuperados al final de 

los cultivos. La postprueba de comparación múltiple de Bonfferroni indicó que existen 

diferencias entre Plasma 80%/Agarosa 0.1% y las demás concentraciones a partir del Día 

12 (P<0.05) y Día 14 (P<0.01) (Figura 11D), así como entre las concentraciones celulares 

utilizadas 10X103fibroblastos y 40 X103 fibroblastos P= 0.0414. Por lo que utilizar una 

mezcla de Plasma 80%/Agarosa 0.1% nos permite mantener mayor número de células 

por más tiempo de cultivo. 

 

 

Figura 12. Los geles de fibrina reducen mucho su tamaño en cultivo celular. A) Fibrina recién 
hecha en un pozo de una placa de 96 pocillos B) Mismo pocillo después de 7 días de cultivo, C) 
Geles en placa de 24 pocillos después de 7 días de cultivo. Representativo de varios 
experimentos. 
 

A B 

C 
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6.4 Equivalentes cutáneos de fibrina con fibroblastos y queratinocitos 

Los andamios de Plasma 80%/Agarosa 0.1% con 40 X103/ cm2 fibroblastos, 400 X103/cm2 

queratinocitos y con o sin CD/CL 100 X103/cm2, rebasaron la densidad celular utilizada en 

las pruebas anteriores,  por lo que los geles con los tres tipos celulares no se mantenían 

por 15 días de cultivo, ni se pudo obtener una estratificación epitelial según lo reportado 

(Regnier  et al., 1998; Facy et al., 2004; Llames et al., 2006). La mayor cantidad de geles 

recuperados y de mejor calidad fueron aquellos en los que no se sembraron CD/CL  los 

cuales fueron fijados en cuanto presentaron signos de reducción de tamaño en promedio 

los días 5-7 de cultivo (Figura 13).  

A los constructos de fibrina se les agregó primero una capa de fibroblastos (Figura 13A), 

ya que sin ella no se notaba la presencia de queratinocitos (datos no mostrados). Sobre 

los fibroblastos (Figura 13B) se sembraron los queratinocitos a una proporción de 

400X103/cm2, hay que señalar que, aquellos constructos con CD o CL en general no 

terminaron el periodo de cultivo. En las Figuras 13B y Figura 13C se observa un gel teñido 

con H-E, en esta tinción se pueden observar las células epiteliales en coloración azul, en 

la Figura 13B se observó un epitelio amplio rodeando la superficie del gel, pero escaso en 

unas zonas y bastante desprendido de la base por lo que parece que se pierde en algún 

momento de la manipulación, en la Figura siguiente 13C se observó a mayor aumento 

una región de este mismo gel. Las fotomicrografías de Masson, muestran que los 

fibroblastos son capaces de producir matriz de colágena la cual se tiñe de azul (Figura 

13D-F). El desprendimiento del epitelio se observa incluso en un experimento realizado 

sobre una matriz de colágena desnaturalizada por ciclos de congelación-descongelación 

en ella podemos observar la misma tendencia de desprendimiento a lo largo del 

constructo (Figura 14A y B), pero es evidente que existe una migración de los fibroblastos 

dentro de la colágena, migración que en ningún caso se observa en los constructos de 

fibrina. 
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Figura 13. Fotomicrografías de constructos con base dérmica fibrina con fibroblastos y 
queratinocitos. A) Geles de fibrina con monocapa de fibroblastos; B) Panorámica en H-E de un 
gel en donde se sembraron fibroblastos y queratinocitos por 7 días. C) Epitelio formado en un 
gel de fibrina teñido con H-E. D al F) Tinción de Masson para los geles de fibrina con 
queratinocitos y fibroblastos en donde la fibrina es particularmente rosada y la colágena 
producida es teñida en azul. Las barras indican 50 μm. n=3. 

A B 

C D 

E F 
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6.5 Presencia de CL en co-cultivos con queratinocitos y fibroblastos 

Se efectúo un cultivo de los tres tipos celulares sin andamio (fibroblastos, queratinocitos y 

células dendríticas (diferenciadas para CL o CD convencionales), los cuales fueron 

alimentados con medio para el crecimiento de queratinocitos que no se encuentra 

suplementado con TNF o TGF Las muestras se procesaron para inmunofluorescencia 

contra CD207 y los resultados se muestran en la Figura 15. En la Figura 15A-C, se 

muestra la inmunofluorecencia contra CD207 en los cocultivos adicionado con CL 

diferenciadas de medula ósea con TGF en Figura 15D-F cocultivo donde se sembraron 

CD convencionales diferenciadas de médula ósea sin TGFla marca del anticuerpo es 

verde, nótese que en ambos casos existe una fuerte presencia de marca, aún en las que 

no se diferenciaron previamente hacia CL (Figura 8). En la Figura 15G-I, se observa la 

mezcla de los canales fluorescentes y de campo claro, en este se puede apreciar el 

cúmulo de queratinocitos adherido a la placa y posteriormente (Figura 15H) la misma 

zona pero en el canal de fluorescencia donde se observan las células que presentan 

marca; la marca en todos los casos es muy fuerte así como la presencia de las células 

marcadas sólo en aquellas zonas dentro de los cúmulos de queratinocitos, lo que indica 

Figura 14. Fotomicrografías de constructos con andamio de colágena desvitalizada. Note la 
mejora en la migración de los fibroblastos dentro del andamio (Flechas). Tinción HE, barras 
de 50μm(n=3). 

A B 
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que las CL son capaces de adherirse, así como el hecho de que existan células 

fuertemente marcadas en los cultivo de CD convencionales (Figura 15D-F) indica que 

éstas son capaces de diferenciarse en presencia de queratinocitos.  

 

Figura 15. Fotomicrografías de inmunofluorescencia contra CD207, en un co-cultivo en placa 
de fibroblastos, queratinocitos y/o células diferenciadas a CD o CL, los cultivos no fueron 

adicionados con TNF o TGF. A-B) Co-cultivos con células diferenciadas a CL. Flechas 
indican células en división. D-F) co-cultivo de células diferenciadas a CL. Cultivo de 7 días, 
marcadas con Streptavidina FITC (BDBiosciencies). 

A B C 

D E F 

G H I 
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6.6 Determinación de la permanencia de CL implantadas in vivo 

Como los geles de fibrina no soportaron la proliferación de los tres tipos celulares, se 

decidió realizar el constructo, e implantarlo en ratones para permitir que las células 

proliferaran a su vez que la fibrina se reabsorbiera por el animal, de esta manera en el 

caso de sobrevivir las células, éstas se encontrarían insertadas en la epidermis del sitio 

de la lesión. Al final de 15 días las células que se encontrarían sólo serían las que se 

pusieron en el constructo, ya que la migración y proliferación de las CL del animal no 

empieza hasta 3 a 4 semanas después de ocurrida una lesión (Dámarchez et al., 1992). 

Los ratones fueron sacrificados y las cicatrices donde se implantó el parche se retiraron y 

procesaron por técnica histológica convencional, posterior a lo cual se les realizó una 

inmunohistoquímica contra MHCII para evaluar la presencia de CL en la epidermis. 

Existen diferentes células que expresan esta molécula como macrófagos o CD dérmicas 

por lo que sólo se tomaron en consideración las CD positivas que se encontraron en la 

epidermis de la muestra.  

En la Figura 16 se muestran las microfotografías de las muestras, en las cuales se realizó 

el análisis contando únicamente las células positivas que residen en la epidermis en el 

área de la cicatriz producida por la cirugía y donde se colocó el constructo cutáneo,  esta 

área fue identificada histológicamente por el cambio en la morfología normal de la piel con 

una ausencia de folículos pilosos y glándulas asociadas así como el cambio en el arreglo 

de las fibras de colágena y la falta del tejido muscular subcutáneo (Figura 16 A y B), es 

clara la presencia en la epidermis de células con marca a MHCII lo que indica la presencia 

de CL en las zonas de implante del constructo. En la gráfica de la Figura 16E se presenta 

el número total de CL encontradas en cada grupo expresado en CL por mm lineal de 

epidermis, el análisis estadístico de este experimento fue un ANOVA de una vía que 

indicó diferencias con respecto al número de CL/mm lineal de epidermis entre los grupos 

con una P=0.0121 (P<0.05%), la prueba de comparación múltiple de Tukey (P<0.05) 
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comprobó que existen diferencias entre el control positivo y el control negativo así como 

entre el grupo control positivo y el grupo CL lo que indica que los ratones injertados con 

constructos sin CL/CD y los injertados con CL presentan menor cantidad de células 

positivas a MHCII en la epidermis que los ratones con piel normal sin cirugía. El 

estadístico no indicó diferencias entre los grupos experimentales y el control negativo. Sin 

embargo, la tendencia de las media del grupo CD se encuentra arriba de la media del 

control negativo (8.696+1.757DS contra 3.552+0.3161DS) lo que es claro en la gráfica de 

la Figura 16E. El análisis morfológico demuestra la ubicación central de CL en la 

epidermis en las muestras del grupo CD (n=3), en comparación con la ubicación periférica 

de las CL de los demás grupos QN y CL (n=3) (Figura 16 C, D y F). 
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Figura 16. Fotomicrografía de Inmunohistoquímicas contra MHCII de sitios de la lesión donde 
se injertaron constructos de fibrina. A) y B) Microfotografía de la cicatriz nótese la ausencia de 
folículos pilosos y las glándulas sebáceas así como el desarreglo de la colágena (líneas 
punteadas), C) Control (–) no presenta CL en el centro de la cicatriz en comparación a las 
muestras de grupo CD, D) Grupo CD: existe la presencia de CL a lo largo de la epidermis en 
el sitio de lesión F) Grupo CD y el detalle de las CL en la epidermis. E) Gráfica de cada grupo 
y el No de CL/mm lineal de epidermis. Prueba ANOVA de una vía, postprueba de Tukey 
Kramer (P<0.05). n=3. 

A B 

E F 

D 

C 20 μm 
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7. DISCUSIÓN 

El objetivo del presente trabajo fue construir equivalentes cutáneos in vitro, empleando 

geles construidos con fibrina obtenida de plasma humano, en los cuales se colocaron 

fibroblastos, queratinocitos y células dendríticas en la epidermis conocida como células de 

Langerhans, obtenidos de ratones de la cepa Balb/c.   

La literatura reporta entre las cualidades de la fibrina su potencial como agente 

terapéutico ó como adhesivo para heridas (Currie et al., 2001) y recientemente su uso en 

la fabricación de piel artificial para el implante en pacientes quemados (Gómez et al., 

2011), con úlceras (Llames et al., 2006) o con daño de la mucosa oral (Peña et al., 2010). 

Estos estudios mostraron que la fibrina posee buenas propiedades para ser injertada y 

usada en pacientes, sin embargo, en todos los casos las densidades celulares que se 

emplearon estuvieron muy por debajo de las necesidades detectadas en este estudio. 

Meana y colaboradores (1996) trabajaron con volúmenes de 16 ml de solución de plasma 

con 500X103 fibroblastos en el gel, lo que corresponde a aproximadamente 33 X103 

células por cm3 con alrededor de 9X103/ 14X103 queratinocitos/cm2 de superficie de gel 

como máximo otras concentraciones celulares fueron 3X103-5X103/cm2 o incluso 1.8X103-

2.8X103/ cm2 de queratinocitos en las que se observó una adecuada confluencia y 

estratificación al día 15 de cultivo. El mismo autor advierte que a mayor densidad de 

células los geles llegan a desintegrarse, mientras que otros trabajos reportan 4X103 

fibroblastos/cm2 de solución de plasma más 30X103 queratinocitos/cm2  (Peña et al., 2010) 

y hasta 500X103 células/cm3 (Syedain et al., 2008).  

En todos los casos anteriormente señalados las concentraciones de células por volumen 

de fibrina se encuentran por debajo de las que fueron utilizadas en este trabajo y las 

reportadas en otros trabajos que han logrado incorporar CL con queratinocitos sobre un 

soporte de colagéna y/o con melanocitos humanos (Regnier et al., 1998; Facy et al., 2004; 

Facy et al., 2005). La densidad celular utilizada en estos trabajos fue de 50X103 CL 
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(marcador CD1a+) y 400,000 queratinocitos/cm2 y 500X103 células CD34+ cultivadas 6 

días con GM-CSF y TNF (Facy et al., 2004, Facy et al., 2005) así como 50X103 

melanocitos/cm2 (Regnier et al., 1998), es importante hacer notar que en ninguno de estos 

trabajos se utilizaron fibroblastos. Estos estudios reportaron una morfología idéntica a la 

encontrada en la epidermis normal humana con una buena estratificación del epitelio 

además de la presencia de CL entre los queratinocitos con una densidad aproximada a la 

normal in vivo (30X103CL/mm epidermis), así como la duración y permanencia de las CL 

dentro del andamio hasta 4 semanas después de construido el andamio. 

Las cualidades más aclamadas de la fibrina en su uso como andamio son: la 

homeostasis, adherencia, su capacidad para permitir la migración, así como el hecho de 

que es un material 100% absorbible, todas ellas propiedades insuperables en clínica 

(Currie et al., 2001). Nuestros resultados muestran que invariablemente los geles 

construidos de fibrina reducen su volumen conforme pasa el tiempo (ANOVA de dos vías, 

para la variable días P< 0.0001 ) y el número celular se incrementa (ANOVA de dos vías 

para comparar el número celular P<0.02 Figuras 11 y 12); sólo se logro disminuir la 

desintegración de fibrina cuando se le adicionó una sustancia endurecedora como la 

agarosa reportada anteriormente por Serrato (2010) a una concentración de 0.1%, donde 

se pudo obtener aproximadamente 75% de fibrina conservada a los días 12 y 14 de 

cultivo (Figura 11, P<0.5%), mejorando en comparación con los geles sin agarosa en 

aproximadamente 35% más de volumen de gel recuperado. Sin embargo, nuestros 

cultivos necesitaban contener tres tipos celulares, por lo que la densidad celular se 

mantuvo muy por encima de lo reportado por los investigadores que habían utilizado 

previamente a la fibrina como andamio. 

Con la utilización de geles con agarosa 0.1% así como plasma 80% y la disminución del 

periodo de cultivo, se lograron obtener muestras con el suficiente tamaño como para ser 

procesadas con técnica histológica convencional (Figura 13, n=3), las cuales fueron 
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teñidas con H-E y Masson para evaluar la estructura del andamio y el epitelio. En la 

mayoría de los andamios construidos de fibrina reportados en la literatura, no se consiguió 

una estratificación de más de 3-5 capas celulares si no es hasta que se injertó el andamio 

a un ratón y/o paciente (Meana et al., 1998; Llames et al., 2006) en los andamios 

construidos en colágena la estratificación es más significativa con sólo el periodo en 

cultivo de 15 días (Regnier et al., 1998; Facy et al., 2005). En los geles obtenidos en este 

trabajo y reportados en la Figura 13 se observan regiones donde se puede observar un 

epitelio con 3 o 4 capas de células, así como la evidencia de producción de colágena por 

los fibroblastos (teñida en azul en el Tricrómico de Masson), lo que evidencia que las 

células se encuentran vivas y activas metabolicamente, en especial los fibroblastos de los 

que depende estrechamente la supervivencia de los queratinocitos en cultivo (Rheinwald 

y Green, 1975) e in vivo al producir varios factores de crecimiento de los que dependen 

los queratinocitos como el EGF (Factor de Crecimiento Epidérmico), KGF (Factor de 

Crecimiento de Queratinocitos) e IGF (Factores de Crecimiento Parecidos a la Insulina) 

(El Ghalbzouri et al., 2002). El resto de la superficie del epitelio presenta un marcado 

desprendimiento de la capa celular, el cual es probable que se pierda en la manipulación 

de los geles o en el momento de procesar las muestras.  

En la Figura 14 se observa un andamio de colágena desvitalizada de ratón con el mismo 

desprendimiento de la capa epitelial, peo es claro que aumenta considerablemente la 

capacidad de los fibroblastos de migrar dentro del soporte. Ésta clase de migración no se 

observó en ningún caso con el uso de la fibrina humana (Figura 13). Lo anterior sugiere 

que el andamio de fibrina/agarosa no posee las características adecuadas para permitir la 

migración de los fibroblastos dentro de este, en condiciones normales en una herida la 

fibrina permite el paso de los fibroblastos que se han modificado para contraer y cerrar la 

lesión y a los cuales se les denomina miofibroblastos (Geneser, 2000). En los estudios 

con andamios de fibrina injertados se observó que los fibroblastos migran dentro del 
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andamio de fibrina sin problemas obedeciendo a factores tales como TGF FGF (Factor 

de Crecimiento de Fibroblastos), VEGF (Factor de Crecimiento Endotelial Vascular) 

(Greiling y Clark, 1997). En la mayoría de estos trabajos no se reporta el tamaño del poro 

creado en el gel o las concentraciones exactas de fibrinógeno utilizadas por provenir de 

una mezcla de plasma de pacientes las que se encuentran entre 4-9 mg/ml  de 

fibrinógeno (Meana et al.,1998) y algunos otros reportan entre 12 y 17 mg/ml (Lames et 

al., 2004) en cuyo caso la concentración es muy variable entre cada experimento del 

estudio; según Pandit  y colaboradores (1998), el tamaño del poro creado y la cantidad de 

fibrinógeno utilizado fue importante para mejorar la migración en su andamio, y por lo cual 

recomienda un tamaño de poro entre 20 y 125 μm así como la utilización de una 

concentración de fibrinógeno de alrededor de 60 mg/ml. 

Lo anterior nos indica que no obstante las ventajas prácticas que representa el uso de la 

fibrina, pues es un material barato y fácil de conseguir, es sumamente importante, 

conocer las características propias del gel, ya que en cada caso utilizando una mezcla de 

plasma humano se desconoce la cantidad de fibrinógeno y el tamaño de poro creado en 

cada concentración, lo que puede intervenir en la reproducibilidad de los experimentos, lo 

mismo ocurre cuando se utilizan andamios mixtos como es el caso del Plasma/agarosa. 

En este trabajo se utilizaron varias concentraciones de plasma (Figura 11) pero esto no 

garantizaba la concentración real de fibrinógeno en las mezclas, así mismo estas 

variaciones en concentración entre las muestras de plasma podrían explicar porque en el 

presente trabajo sólo algunos geles se conservaran de varios experimentos, realizados 

con las mismas condiciones experimentales y diferente lote de plasma, sumado a la 

concentración celular y el tiempo transcurrido como ya se explicó anteriormente.  

Recientemente se han usado biomateriales mixtos para poder crear andamios en donde 

se complementen las propiedades de cada biomaterial y/o controlar los problemas 

asociados a cada uno de ellos (Serrato, 2010). Así, la agarosa permitió que los 
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constructos duraran más tiempo en cultivo controlando el rango de desintegración de la 

fibrina en comparación a la utilización de plasma sin agarosa (Figura 6). En la literatura se 

reporta que se han empleado sustitutos artificiales hechos con plasma/agarosa para crear 

por ingeniería tisular sustitutos de córneas, piel y mucosa oral  (González-Andrade et al., 

2009; Alaminos et al., 2006; Alaminos et al.,  2007; Serrato 2010), pero no reportan datos 

de la caracterización de este material en cuanto a dureza o tamaño del poro obtenido. Es 

importante destacar que en los trabajos citados anteriormente el objetivo de la creación 

del constructo cutáneo es el trasplante que se realiza tanto a nivel experimental en ratón 

como en clínica en pacientes humanos, por lo que sus constructos tienen un gran 

volumen de plasma y de superficie. En algunos trabajos llegan a crear parches de piel 

artificial de entre 60 a 75 cm2 con volúmenes totales de plasma por parche de entre 12 a 

27 ml (Meana et al., 1998; Llames et al., 2006; Peña et al., 2010), y para efectos de 

transplante se deben de realizar tantos parches como lo necesite la gravedad y tamaño 

de la lesión (Llames et al., 2006). 

La creación de los pocos constructos cutáneos con CL se han realizado para obtener una 

herramienta de evaluación in vitro del comportamiento de las CL en los primeros estadios 

de la respuesta inmunológica (Regnier et al., 1998; Facy et al., 2004; Facy et al., 2005), 

para lo cual no son necesarios volúmenes grandes ya que en estos casos se han utilizado 

superficies de colágena de 1.1 cm2 (Regnier et al., 1998; Facy et al., 2004). En resumen, 

el uso de la fibrina tiene muchas ventajas como andamio en la ingeniería de piel, sin 

embargo, para los fines particulares de este trabajo es necesaria la estandarización de 

estas propiedades y condiciones para mejorar su rendimiento en cultivos largos y con una 

elevada densidad celular: El uso de una mezcla de fibrina/agarosa mejoró (Figura 11 y 13) 

los resultados que se obtenían con constructos hechos sólo con plasma (datos no 

mostrados) lo que nos indica que es importante trabajar en la utilización de andamios 

compuesto de biomateriales mixtos que permitan mejorar sustancialmente el desempeño 
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del equivalente cutáneo en cultivo y de esta manera poder obtener un andamio con las 

características adecuadas para realizar ensayos in vitro con las CL.  

Por otro lado, el objetivo de este trabajo era obtener CL en cultivo así como determinar si 

era posible mantenerlas en cocultivo con queratinocitos y fibroblastos. La obtención de CL 

a partir de su diferenciación in vitro con citocinas como GM-CSF, TNF y TGF, mejora 

el rendimiento que se obtiene si es que estas células fueran extraídas desde piel (6.77%+ 

2.03 & 33.15%+ 6.5 Figura 7 B y C), con un fenotipo inmaduro ya que no expresan niveles 

altos de CD40 y CD86 y con marcadores de CL como  E-cadherina, CD207 y MHCII 

después de concluida la diferenciación a los 7 días de cultivo (Figura 9) así como una 

marcada forma dendrítica (Figura 9 y 10), nuestros resultados son compatibles con los 

trabajos publicados (Strobl et al.,1996; Caux et al., 1999; Jaksist  et al., 1999; Lutz et al., 

1999).  

Para averiguar si el cocultivo con queratinocitos permitía la permanencia de las CL se 

realizó un experimento donde sólo se sembraron queratinocitos, fibroblastos y CD o CL en 

una placa de cultivo y las cuales fueron alimentadas con medio Qc y en donde se evaluó 

la presencia de marca para CD207 por inmunofluorescencia, las CL que se observan en 

la Figura 15 presentan una fuerte marca para CD207, y afinidad por los queratinocitos 

debido a que se anclan a los queratinocitos por medio de uniones para E-cadherina. Esta 

molécula de unión intercelular es característica de células de los epitelios, la cual no es 

expresada por ningún otro tipo celular en médula ósea, y es sólo hasta su diferenciación a 

CL que se expresa en cultivo, por lo que se considera que sólo es expresada por las CL y 

un pequeño grupo de CD en ganglios linfáticos provenientes de la piel las cuales se 

consideran derivadas de CL (Borkowski et al., 1994; Villablanca y Mora 2008). Así mismo 

como se observa en la gráfica de puntos de la citometría para medir E-cadherina (Figura 

9C) la amplia región de CD presentes en cultivo pueden ser E-cadherina positiva 

(cuadrante superior derecho) o negativas (cuadrante inferior derecho) pero sólo las CL 
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son CD207+ E cadherina+; esta molécula les permite estar adheridas a los queratinocitos 

en la epidermis y en el caso del experimento de la Figura 15, permite a las CL adherirse y 

permanecer en cocultivo con queratinocitos y es regulada a la baja cuando las CL se 

activan y migran (Jakob y Udey, 1998). Como es sabido, las CL son células 

presentadoras de antígenos de la epidermis adaptadas para convivir y responder al 

microambiente de este tejido. Las CL responden a lo largo de su ciclo de vida a varios de 

los estímulos paracrinos directos producidos por los queratinocitos, como la secreción de 

TNF la cual es responsable de que las CL migren (Cumberbach et al., 2003), así como a 

la inducción de la proliferación masiva de CL debido a señales que emiten durante la 

inflamación ocurrida en la piel (Chorro et al., 2009) o por el reclutamiento de precursores 

de CL desde la sangre periférica en respuesta las citocinas producidas (TGF) por lo 

queratinocitos (Merad et al., 2008) por lo que es claro que la tendencia de estas células es 

convivir y diferenciarse a partir de precursores CD en presencia de las células 

epidérmicas lo cual como hemos visto es posible conseguir en cultivos in vitro.  

La diferenciación de CL en cocultivo con queratinocitos había sido reportada 

anteriormente sólo a partir de precursores CD34+, ya que éstas son células multipotentes 

que originan el linaje mieloide (Regnier et al., 1998). Por lo observado en el histograma de 

la Figura 8 las CD diferenciadas 7 días con snGMCSF, no fueron positivas a CD207, sin 

embargo, en la Figura 15D y F se observaron CL a partir de las CD sembradas en 

cocultivo con los queratinocitos. Tanto las CD como las CL fueron separadas con 

anticuerpos CD11c que es una molécula presente en todas las CD. Aparece en etapas 

tempranas de diferenciación en cultivo así como células CD11c+/MHCII- (Koch et al., 

2006),  además en sangre periférica se han aislado precursores CD1a+ /Cd11c+ como 

precursores directos de CL (Ito et al., 1999). 

Los precursores tempranos de CD tienen la capacidad de diferenciarse a CL en forma 

dependiente de TGF in vitro (Jaksits et al., 1999; Ito et al., 1999; Kaplan et al., 2007) 
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como in vivo (Ginhoux  et al., 2006; Kaplan et al., 2007). Los queratinocitos producen 

constitutivamente TGF citocina que es indispensable para la migración de precursores 

de CL hacia la epidermis, además de producir otras quimiocinas como CCL2/MCP-2  

responsables de la adhesión e incursión de precursores de CL dentro de la piel;  las 

cuales además son reguladas en condiciones de estrés (Chodakewitz et al., 1990; 

Sozzani et al., 2000). Por otro lado, estudios recientes demostraron la enorme capacidad 

proliferativa de las CL maduras, la cual puede ser dirigida por señales provenientes de los 

queratinocitos  (Chorro et al., 2009), lo cual observamos en nuestros cultivos (Figuras 15B 

y C, flechas). Por lo anterior, es claro que las CL pudieron diferenciarse en nuestros 

cocultivos queratinocitos a partir de precursores presentes en los cultivos antes de ser 

sembrados así como se presenta la proliferación de las CL existentes en un 

microambiente adecuado creado por lo queratinocitos. 

Puesto que no pudimos analizar la presencia de CL en andamios de fibrina decidimos 

realizar un experimento paralelo para evaluar si las CL estaban en los constructos antes 

de que se desintegrara la fibrina. Para ésto consideramos que era posible detectar CL/CD 

injertadas sobre un andamio en una lesión realizada sobre un ratón Balb-c. Como ya se 

menciono la fibrina es un material que se absorbe rápidamente en una herida, desde 4 

días y es completamente indetectable a los 10 (Metcalfe y Ferguson, 2007), además, 

cuando existe una pérdida de piel, el sitio de la lesión cicatriza y no comienza a ser 

repoblado por CL hasta después de un mes de ocurrida la lesión (Dámarchez et al., 

1992). Así conseguimos evaluar la presencia de CL en las cicatrices de los ratones 

después de injertarles un andamio con CL (Figura 16). 

La evaluación de la presencia de las células MHCII positivas en la epidermis, comprobó 

que existen diferencias entre el control positivo y el control negativo así como entre el 

grupo control positivo y el grupo CL lo que indica que los ratones injertados con 

constructos sin CL/CD y los injertados con CL presentan menor cantidad de células 
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positivas a MHCII en la epidermis que los ratones con piel normal sin cirugía (la prueba de 

comparación múltiple de Tukey P<0.05%). Sin embargo, y aunque no fue significativo, la 

tendencia de las medias del grupo CD se encuentra arriba de la media del control 

negativo (8.696+1.757DS contra 3.552+0.3161DS Figura 16E), así mismo el análisis 

morfológico demuestra la ubicación central de CL en la epidermis en las muestras del 

grupo CD (n=3) en comparación con la ubicación periférica de las CL de los demás grupo 

QN (n=3) (Figura 16 C, D y F). Si bien es necesario aumentar el número de la población 

del estudio, es importante resaltar esta observación. Los equivalentes cutáneos que se 

han puesto en lesiones de ratones han demostrado que la repoblación de estas áreas por 

las CL se realiza más rápidamente en la periferia que en el centro de ésta (Rowden et al., 

1992). Debido a que las CL de la piel normal del ratón que quedaron a la orilla de la lesión 

son capaces de responder y repoblar poco a poco el área dañada, la migración dentro de 

la lesión por precursores se realiza más lentamente y sólo ante una importante pérdida de 

CL (Dámarchez et al., 1992; Chorro et al., 2009). Lo anterior sugiere que es posible que 

las CL encontradas en esta área del tejido dañado son aquellas CL que se encontraban 

en el constructo injertado de fibrina y que se mantuvieron y acoplaron a la epidermis de 

los ratones.  
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8. CONCLUSIONES 

Fue posible obtener CL diferenciadas de médula ósea en cultivo, pero además se 

demostró que las CL son capaces de permanecer, reproducirse y diferenciarse en co-

cultivo en el microambiente creado por los queratinocitos y fibroblastos. La creación de 

andamios con estas células es un procedimiento fácilmente realizable y repetible. Por otro 

lado es innecesaria la diferenciación de las CL en cultivos antes de la siembra  con 

queratinocitos, ya que estas tienen la capacidad de diferenciarse desde precursores CD 

con lo que se reducirían los gastos de producción. Para los objetivos planteados en este 

trabajo, el utilizar un andamio de fibrina no resulta ser recomendable debido a que no 

soporta períodos largos de cultivo y una elevada densidad celular, sin embargo, es 

posible atenuar este factor combinando a la fibrina con otro material como la agarosa y 

así aumentar la vida en cultivo de los andamios. Aun así es necesario caracterizar esta 

mezcla, variar las concentraciones de agarosa o probar otros materiales más eficaces 

para la mejorar las propiedades del andamio de fibrina.   
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9. PERSPECTIVAS: 
 

 Evaluar a la agarosa como endurecedor de fibrina a diferentes concentraciones. 

 

 Evaluar diferentes tipos de endurecedores de fibrina para mejorar su rendimiento 

en cultivos con mayor número celular y por periodos prolongados. 

 

 Determinar la capacidad de las CD de generar CL en cocultivo con queratinocitos. 

 

 Evaluar los precursores de CD que son capaces de diferenciarse a CL in vitro. 

 

 Determinar la permanencia de CD sobre andamios por periodos prolongados. 

 

 Evaluar la producción de membrana basal sobre un andamio in vitro. 

 

 Evaluar las proteínas de unión a membrana basal  de los queratinocitos. 

 

 Evaluar el tiempo de supervivencia de las CD en los constructos con queratinocitos 

y fibroblastos. 

 

 Evaluar marcadores de CL en los constructos con fibroblastos y queratinocitos. 

 

 Evaluar el potencial migratorio de las CD en constructos en presencia de algún 

sensibilizador de contacto. 

 

 Determinar la presencia de Gránulos de Birbeck en las CD presentes dentro del 

constructo. 
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