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Resumen
El tratamiento de lesiones con pérdida de tejido cutáneo ha mejo-

rado notablemente con el advenimiento de la bioingeniería tisular.
Una alternativa en desarrollo es la utilización de sustitutos dérmicos
combinados con células troncales derivadas del tejido adiposo autó-
logo. Estudios previos nos muestran que con esta técnica es posible
optimizar la angiogénesis y la síntesis de colágeno, sin embargo po-
tenciar la epitelización es un tema pendiente por resolver. En el pre-
sente estudio evaluamos la progresión y diferenciación epitelial en un
período de tiempo prologando.

Obtuvimos las células troncales a partir del tejido adiposo (ASC)
de la región inguinal de 4 ratas Sprague Dawley. Cultivamos las cé-
lulas frescas en una matriz de Integra® durante un período total de 48
horas, y las marcamos con un vector lentiviral-GFP (proteína fluo-
rescente verde). Posteriormente, injertamos en las mismas ratas la ma-
triz dérmica con células troncales y un implante contralateral sin
células, como control. A las 4 semanas, evaluamos el avance epitelial
mediante planimetría de superficie e histología.

Los resultados macroscópicos muestran que el cierre de la herida
por contracción de los bordes no tiene diferencias significativas
(82,63%±3,4% vs. 80,66%±3,89%; p=0,08), pero el cierre por epite-
lización fue significativamente mayor en el lado intervenido con ASCs
(93,47%±5,98% vs. 79,88%±6,28%; p=0,0028). Todas las muestras
obtuvieron tinción positiva para el anticuerpo anti-citoqueratina
34βE12 y el avance epitelial lineal cuantificado por microscopía re-
sultó significativamente mayor en el lado con ASCs (6408±275µm
vs. 5375±250µm; p<0,001). Identificamos las células GFP positivas
formando parte de la dermis regenerada, no así en la epidermis.

En conclusión, las células troncales derivadas del tejido adiposo
autólogo sembradas en una matriz de Integra® aumentan la forma-
ción epitelial significativamente, probablemente por un mecanismo
de inducción más que de diferenciación.

Palabras clave Epitelio epidérmico, Células madre,
Tejido adiposo, Sustituto dérmico,
Ingeniería tisular. 
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Abstract
The treatment of injuries with loss of skin tissue has improved

significantly with the advent of bioengineered tissue. Previous stu-
dies showed that the use of dermal substitutes combined with autolo-
gous Adipose-derived Stem Cells (ASCs) improve angiogenesis and
collagen synthesis; however, epithelialization is an outstanding issue
to be resolved. In the present study, we evaluated the epithelial pro-
gression and differentiation in an extended period of time.

We obtained the adipose tissue derived stem cells (ASCs) from
the inguinal fat pad of 4 Sprague Dawley rats. The non-expanded cells
were cultivated in a dermal scaffold (Integra®) for 48 hours and mar-
ked with a green fluorescent protein (GFP) lentiviral vector. The scaf-
fold plus stem cells and a contralateral cell-free scaffold (control) were
implanted in the same rats. After 4 weeks, epithelial surface was as-
sesses by planimetry and histology.

The results show that macroscopic wound closure by contraction
from the edges has no significant differences (82.63% ± 3.4% vs.
80.66% ± 3.89%, p = 0.08), but the closure by epithelialization was
significantly higher in the side with stem cells (93.47% ± 5.98% vs.
79.88% ± 6.28%, p = 0.0028). All samples were positive for staining
with anti-cytokeratin antibody 34βE12 and linear epithelial advance-
ment quantified by microscopy was significantly higher in the side
with stem cells (6408 ± 275μm vs. 5375 ± 250μm, p <0.001). GFP po-
sitive cells were identified as part of the regenerated dermis but not the
epidermis.

In conclusion, the autologous adipose tissue derived stem cells
seeded in a Integra® scaffold significantly increase epithelial forma-
tion, most likely by an induction mechanism rather than affecting dif-
ferentiation.

Key words Epidermal epithelium, Stem cells,
Adipose tissue, Artificial skin,
Tissue engineering.
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Introducción

La resolución de las lesiones cutáneas que involucran
pérdidas de tejido de espesor total es un desafío para el ci-
rujano plástico. La alternativa más frecuentemente utili-
zada son los injertos dermoepidérmicos. Aunque el
resultado general es bueno, a largo plazo se generan una
serie de limitaciones, como una cicatriz dura, retráctil,
poco móvil, con pérdida glandular y pilosa.

Para evitar estas dificultades, la Bioingeniería Tisular
progresa constantemente para desarrollar sustitutos dérmi-
cos que permitan obtener mejores resultados estéticos y fun-
cionales con el menor tiempo de regeneración posible (1).

Desde el año 1981, está descrito el uso de Integra® (In-
tegra Life Sciences Corp., Plainsboro, NJ, EE.UU) en hu-
manos con quemaduras mayores (2), y desde el año 1996
está aprobada su utilización por la FDA. En la actualidad,
el rango de aplicaciones se ha extendido a otras situacio-
nes clínicas, como la resección de nevus gigantes o la co-
bertura de lesiones de cuero cabelludo y tendones
expuestos (3, 4). Integra® consiste en una matriz de colá-
geno tipo I bovino y glicosaminoglicanos de cartílago de
tiburón que conforman una estructura porosa cubierta con
un lámina de silicona. Cuando se injerta, esta matriz es
colonizada progresivamente por los fibroblastos locales y
por nuevos vasos, y el colágeno bovino va siendo reem-
plazado progresivamente. Tras 15 a 20 días, se retira la
lámina de silicona para colocar un injerto de piel parcial.

Los beneficios en el uso de sustitutos dérmicos se con-
traponen con el largo período de revascularización y la
necesidad de un segundo tiempo quirúrgico para incorpo-
rar las células epidérmicas. Para resolver estos problemas,
y con el objeto de optimizar la regeneración, se han in-
corporado células troncales a la matriz procedentes prin-
cipalmente de la médula ósea y del tejido adiposo (5-8).

Las células troncales derivadas del tejido adiposo (ASCs)
comparten características básicas similares a las obtenidas a
partir de la médula ósea (9) y está descrito en estudios pre-
clínicos su capacidad para diferenciarse en múltiples linajes
y para potenciar la angiogénesis (10-12). Estos estudios su-
gieren que la existencia de estas células en los tejidos adul-
tos reside en la espera de la necesidad de reparación (13). Sin
embargo, ante un daño tisular excesivo por trauma o que-
madura, la disponibilidad local podría verse afectada.

Con anterioridad, presentamos una experiencia reali-
zada en un modelo experimental en ratas en el que in-
corporamos ASCs en un segmento de Integra® con una
técnica simplificada, observando que a los 21 días de re-
generación en vivo existe un aumento significativo de la
angiogénesis en un 60% y de la síntesis de colágeno en
un 55% respecto a un control; sin embargo, el aumento de
la epitelización espontánea no fue significativo (14). 

Estudios previos evidencian diferenciación epidér-
mica de ASCs a la cuarta semana de regeneración en
vivo, existiendo un retraso respecto a la diferenciación
fibrovascular (5, 6).

Por este motivo nos planteamos como hipótesis de
trabajo evaluar el comportamiento de la cicatrización en
un período de regeneración de 4 semanas. Los objetivos
del presente estudio son la cuantificación del epitelio for-
mado sobre la matriz dérmica durante este período de
tiempo y la determinación del destino final de las ASCs
en relación  a este neoepitelio.

Material y Método
Realizamos el estudio en 4 ratas. En una primera etapa,

obtuvimos ASCs a partir del tejido adiposo inguinal, y culti-
vamos las células obtenidas en una matriz de Integra®durante
un período total de 48 horas, marcándolas con un vector len-
tiviral-GFP. En una segunda etapa, realizamos el implante de
la matriz con ASCs marcadas en el mismo grupo de ratas (im-
plante de células autólogas), más un implante control sin cé-
lulas. A las 4 semanas evaluamos el comportamiento de la
cicatrización mediante planimetría e histología, con el objeto
de determinar la superficie epitelizada, el avance epitelial y
la diferenciación celular de las ASCs marcadas.

Animales y cirugía
Empleamos 4 ratas macho Sprague Dawley con un

peso promedio de 280 g. Todos los procedimientos fue-
ron realizados con la aprobación del Comité de Bioética
para la investigación en animales de la Facultad de Me-
dicina de la Universidad de Chile (Santiago, Chile).

Antes de los procedimientos quirúrgicos, los animales
fueron anestesiados utilizando ketamina (80 mg/kg) y
xylazina (8mg/kg) por vía intraperitoneal. La zona a in-
tervenir fue lavada con clorhexidina 2%. 

Para obtener el tejido adiposo, realizamos una inci-
sión de 3 cm en la región inguinal. Procedimos a una di-
sección subcutánea con tijera Metzenbaum y obtuvimos
una muestra de tejido adiposo de 1,4 g como promedio.
Realizamos hemostasia y suturamos la incisión con nylon
4-0 (Fig. 1).
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Fig. 1 A. Incisión inguinal y obtención de la muestra de tejido adiposo. B. Frag-
mentación del tejido. C. Sutura de la incisión.
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En el segundo tiempo quirúrgico, llevamos a cabo la re-
sección de dos segmentos contralaterales de piel del dorso
de 3,8 cm2, en donde posicionamos la matriz con ASCs y sin
ASCs, suturando el implante con puntos sueltos (Fig. 2).

Mantuvimos a los animales durante 4 semanas en jau-
las separadas, en ambiente de trabajo estéril y climati-
zado, con alimentación ad libitum.A los 7 días, retiramos
la lámina de silicona que protege el implante para per-
mitir la contracción de la herida y su epitelización.

Al finalizar el período de estudio, las ratas fueron sa-
crificadas con una sobredosis de tiopental sódico intra-
periotoneal.

Aislamiento celular
Fragmentamos el tejido adiposo obtenido de la región

inguinal y lo lavamos con solución tampón fosfato
(PBS). Luego, llevamos a cabo la digestión enzimática
con colagenasa tipo II al 0,01% (C6885; Collagenase
Type II, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) durante
45 minutos a 37 °C. Tras la digestión, neutralizamos la
suspensión con igual volumen de medio de cultivo (Dul-
becco's Modified Eagle Medium, 10% de suero bovino
fetal y 1% de antibióticos), la pasamos  a través de un fil-
tro estéril de 100µm y la centrifugamos durante 10 mi-
nutos a 1200 G obteniendo el pellet (sedimiento celular)
alto en ASCs (Fig. 3).

Siembra celular sobre la matriz dérmica
Posicionamos segmentos circulares de 3,8 cm2 de In-

tegra® sobre una placa de cultivo de 12 pocillos, de modo
que el lado con la lámina de silicona quedara hacia abajo.
Cubrimos los pocillos con 2 ml de medio de cultivo y una
concentración promedio de 1x106 células/ml. En la se-
gunda línea de pocillos posicionamos del mismo modo las
láminas de Integra® que empleamos como controles, a las
cuales agregamos medio de cultivo sin ASCs (Fig. 4).

Dejamos la placa de cultivo en incubadora a 37 °C y con
5% de CO2 durante 48 horas, de modo que al final de este
período sólo las células adherentes se mantuvieron en la ma-
triz y el resto de células no-adherentes fueron eliminadas.

En un estudio previo determinamos el porcentaje de
adherencia y viabilidad celular mediante esta técnica (14).

Infección celular con un lentivirus, para la expresión
de una proteína fluorescente y seguimiento celular

A las 24 horas de cultivo, transducimos las células ob-
tenidas con el vector lentiviral comercial (System Bios-
ciences, pGreenPuro ShRNA scramble), utilizando un MOI
(Multiplicity of infection) de 1. El medio que contiene el
vector se reemplaza a las 24 horas, antes del injerto.

Análisis planimétrico para evaluar el porcentaje de
cicatrización

A los 28 días del estudio sacrificamos a  las ratas. Seccio-
namos la piel completa del dorso y la extendemos sobre una
superficie plana, donde se fotografía junto a una regla para
poder cuantificar superficies utilizando el software Axiovi-
sion 4.8 (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Alemania).

Cuantificamos el porcentaje de cierre de la herida por
contracción de los bordes, midiendo la superficie que se
encuentra dentro de los límites visibles del injerto y ex-
presando el resultado de la siguiente forma: [(área injer-
tada al día 0 - área al día 28)/(área injertada al día 0) x 100].

Del mismo modo, expresamos el área de epitelización
como la diferencia entre la superficie final del injerto y la su-
perficie de la lesión cruenta remanente en el centro del injerto.
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Fig. 2. Reemplazo de la piel del dorso de la rata por matrices de Integra®. El
sustituto implantado en el lado izquierdo tiene ASCs.

Fig. 3. Procesamiento del tejido adiposo para obtención de las ASCs. A. Di-
gestión con colagenasa. B. Neutralización. C. Centrifugación. L. Fracción li-
pídica. P. Pellet alto en ASCs.

Fig. 4. Cultivo de las ASCs frescas en la matriz de Integra®. Placa de cultivo de
12 pocillos. El medio de cultivo en la primera línea tiene una concentración ce-
lular de 1x106 ASCs por ml, el medio de cultivo de la segunda línea (control) no
tiene células.
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Estudio histológico para evaluar avance epitelial
Una vez obtenidas las muestras de tejido, realizamos

un corte justo en el centro de la lesión. A continuación,
dejamos las muestras durante 48 horas en formalina al
10% para fijación del tejido y posteriormente las embe-
bimos en parafina. Así realizamos cortes seriados de
5 µm de grosor.

Para cuantificar la migración de queratinocitos desde
los bordes del injerto, empleamos el anticuerpo anticito-
queratinas de alto peso molecular 34βE12 (M0630;
34βE12; 1:100; Dako Corporation, CA, EE.UU.). Reali-
zamos cuantificación del avance epitelial sobre el área
injertada utilizando en software Axio Vision 4.8 (Fig. 5).

Estudio histológico de inmunofluorescencia
Llevamos a cabo análisis de inmunofluorescencia

para identificar a las ASCs injertadas con señal GPF, ade-
más de identificar el fenotipo de las células ASCs injer-
tadas al añadir anticuerpos contra antígenos adicionales.
Los anticuerpos primarios utilizados fueron anti-vimen-
tina (M0725; 1:100; Dako Corporation, CA, EE.UU. y
anticitoqueratina 19 (ab15463; 1:100; Abcam, Cam-
bridge, MA, EE.UU.). Antes de agregar el anticuerpo pri-
mario, realizamos cortes de 5µm por congelamiento a las
muestras de tejido fresco, y las lavamos con PBS para
luego fijarlas con paraformaldehido al 3,7% durante 10
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, lava-
mos las muestras con PBS y tritón X-100 al 0,3% y las
sometimos a solución de bloqueo de PBS-BSA y suero de

cabra al 10% durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Incubamos el anticuerpo primario durante 1 hora a 37 °C,
lo lavamos con PBS e incubamos el anticuerpo secunda-
rio durante otra hora (Texas red anti-rabbit IgG; 1:200;
Vector Laboratories, Inc, CA, EE.UU.). Posteriormente,
lavamos las láminas con PBS, agregamos medio de mon-
taje acuoso (S3025 Faramount, aqueous mounting me-
dium; Dako Corporation, CA, EE.UU.) y tapamos con
un cubreobjetos. Analizamos las láminas en un micros-
copio de fluorescencia.

Análisis estadístico
Para el análisis estadístico empleamos el software

Stata versión 10.0 para Windows (StataCorp, Texas,
EE.UU.), expresando los resultados como promedio ±
desviación estándar. Utilizamos una prueba de t Student
para muestras pareadas a fin de determinar la probabili-
dad de significancia estadística. Consideramos como es-
tadísticamente significativo un valor de p≤0,05. 

RESULTADOS
Análisis planimétrico del cierre de las lesiones

Cuantificamos el cierre de las heridas mediante el aná-
lisis planimétrico de superficie. No encontramos dife-
rencias significativas respecto al tamaño final de la lesión
dependiente de la contracción de los bordes, entre el lado
con el implante control y el lado del injerto con ASCs
(82,63%±3,4% vs. 80,66%±3,89%; p=0,08) (Fig. 6 y 7);
mientras que el cierre por epitelización de la superficie
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Fig. 5. Inmunotinción anti-ciqueratina 34βE12 y medición del avance epitelial. Las líneas celestes representan la longitud del epitelio cuantificado.

Fig. 6. Planimetría de superficie en los 4 animales intervenidos. La lesión iz-
quierda corresponde al lado intervenido con ASCs. El área celeste, circuns-
crita por la línea roja, corresponde a la superficie cicatrizada por contracción
de los bordes.

Fig. 7. Cierre de las lesiones determinado por contracción de los bordes. No
hay diferencia estadísticamente significativa.
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del injerto fue significativamente mayor en el lado inter-
venido con ASCs (93,47%±5,98% vs. 79,88%±6,28%,
p=0,0028) (Fig. 8 y 9). 

Histología para cuantificar el avance epitelial medido
por inmunohistoquímica anti-citoqueratina 34�E12

Todas las muestras histológicas procedentes de la in-
clusiones en parafina, resultaron positivas para el anti-
cuerpo anticitoqueratina 34βE12. Los resultados micros-
cópicos de la cuantificación lineal del epitelio formado
sobre el injerto muestran que existe una diferencia signifi-
cativa mayor en el sitio injertado con ASCs (6440±485µm
vs. 5402±467µm; p<0,001) (Fig. 10).

Inmunohistoquímica para el seguimiento de las ASCs
marcadas con el vector lentiviral-GFP

Identificamos las ASCs GFP positivas en la dermis re-
generada al final del período de seguimiento. Sin em-
bargo, no observamos incorporación de estas células en
el epitelio epidérmico en base a la detección de actividad
GFP concomitante con el marcador de superficie cito-
queratina 19 (Fig. 11).

Discusión
Los resultados de este estudio muestran exitosamente

como aumentó la formación epitelial sobre una matriz
dérmica injertada con ASCs en un modelo experimental
en ratas durante 4 semanas de regeneración. Estos resul-
tados son consistentes con lo que se venía esbozando en
nuestro estudio previo, que concluyó a la tercera semana
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Fig. 8. Planimetría de superficie para cuantificar el cierre de la lesión por
avance epitelial sobre el injerto. La zona central, en rojo, representa el área no
epidermizada o cruenta y la periférica, de color celeste, el área epidermizada.

Fig. 9. Cierre de las lesiones por epitelización. Hay una diferencia estadística-
mente significativa a favor del lado intervenido con ASCs (p=0,0028).

Fig. 10. Avance epitelial lineal medido en cortes histológicos en los que el epi-
telio se identifica con inmunohistoquímica con el anticuerpo anti-citoquera-
tina 34βE12. Hay una diferencia estadísticamente significativa a favor del lado
intervenido con ASCs (p<0,001).

Fig. 11. ASCs GFP positivas (verdes) localizadas en la dermis del tejido re-
generado (arriba). No localizamos células GFP positivas en el epitelio epi-
dérmico concomitante con el anticuerpo anti citoqueratina-19 (abajo).
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de injerto (14). De este modo, presentamos una conti-
nuidad en cuanto a metodología, destacando que hemos
mantenido un procedimiento simplificado de siembra de
ASCs frescas, sin una expansión previa, durante un pe-
ríodo de 48 horas. La única modificación técnica en esta
oportunidad fue la utilización de matrices de Integra® cir-
culares en vez de cuadradas; así la forma circular se
adapta geométricamente al fondo del pocillo de cultivo,
permitiendo que las células adherentes se incluyan en
mayor proporción en la matriz.

Nos parece importante recalcar que la utilización de
un procedimiento simplificado, en esta etapa experimen-
tal de sólo 48 horas en total, genera una técnica reprodu-
cible y con menor curva de aprendizaje para la tras-
lación clínica. Además, nuestros resultados previos en
cuanto a adhesión y viabilidad celular en la matriz dér-
mica Integra®, nos aseguran que ésta es una vía de trans-
porte celular adecuada para una terapia localizada.

Respecto a la cuantificación del progreso en la cicatri-
zación, es importante comentar lo importante de la medi-
ción del avance epitelial sobre el injerto. Debido a que
éste es un parámetro más objetivo que la simple medición
del tamaño de la lesión, la cual depende de la actividad
de los miofibroblastos de los bordes de la herida (15), tal
y como se ve reflejado en el presente estudio en el que no
hubo diferencias significativas respecto al tamaño de la
lesión. Otros estudios experimentales que utilizan ASCs
transportadas en matrices (6, 16) o en geles de colágeno
(17), encuentran importantes diferencias a favor del cie-
rre de las lesiones tratadas con ASCs, pero utilizando
como parámetro final el tamaño final de las lesiones.

No podemos explicar en este estudio el beneficio ob-
tenido respecto al aumento de la epitelización sólo por
diferenciación de ASCs en queratinocitos, debido a que
en esta oportunidad no encontramos actividad GFP en el
epitelio. No discordamos con los resultados planteados
por otros estudios que reflejan en forma muy ilustrativa
cómo esta diferenciación existe a las 4 semanas (5, 6),
pero debemos plantearnos otras alternativas para explicar
nuestros resultados. Una alternativa poco probable es el
fallo en el procedimiento de infección letiviral y que éste
no haya sido del todo efectivo. La siguiente alternativa
planteada, siguiendo la lógica como sucede con la esti-
mulación angiogénica y fibroblástica (17, 18), es que
exista estimulación por efecto paracrino hacia el linaje
epidérmico mediante la secreción de factores de creci-
miento como el EGF, IGF, PDGF, entre otros. Más aún,
está documentado el crecimiento de pelo debido a la es-
timulación paracrina de las ASCs (19, 20).

Encontrar este tipo de resultados nos hace analizar
hacia donde van dirigidos los beneficios de una cicatri-
zación más rápida. Lógicamente, un objetivo es su utili-
zación en situaciones donde existe cicatrización retar-
dada, con inflamación prolongada, baja infiltración celu-
lar, disminución de matriz extracelular y reducción de
factores de crecimiento, como sucede en el pie diabético

(21). Pero otro objetivo, en pacientes sin problemas de
cicatrización, debe ser el encontrar la vía de regeneración
cutánea más corta, con menor tiempo de hospitalización
y que requiera la menor cantidad de intervenciones qui-
rúrgicas.

Finalmente, para avanzar hacia el siguiente paso que
es la utilización de ASCs en ensayos clínicos, es impor-
tante dejar claro que su desarrollo debe estar acorde a las
buenas prácticas de producción (GMP o Good Manufac-
turing Practices), con la dotación de infraestructura es-
pecífica, con profesionales idóneos, de acuerdo a las
diversas autoridades reguladoras y con apego estricto a
un Comité de Ética de Investigación Clínica (22, 23). 

Conclusiones

En este estudio, las células troncales derivadas del te-
jido adiposo autólogas sembradas en una matriz de Inte-
gra® aumentan significativamente la formación epitelial,
probablemente por un mecanismo de inducción más que
de diferenciación.

La simplicidad del método empelado y los resultados
obtenidos, dan soporte para la utilización de ASCs en la
práctica clínica, dentro de un futuro cercano.
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