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Introducción

Estudios recientes demuestran que el epitelio bron-
quial es más que una simple barrera estructural, contri-
buye al inicio y a la persistencia del infiltrado inflama-
torio, además de inducir cambios estructurales de la
misma pared de la vía aérea1. Por lo tanto, el estudio del
epitelio es interesante para conocer cómo comienzan o
se mantienen diversas enfermedades respiratorias, ade-
más de otras funciones todavía sin determinar.

Los modelos in vitro basados en cultivos primarios
de células epiteliales bronquiales (CEB) humanas son

difíciles de desarrollar. El cultivo primario se realiza a
partir de explantes de muestras que proceden de pacien-
tes operados, de material extraído de las autopsias o
bien de fragmentos de biopsias obtenidas a través de un
broncoscopio2. Los fragmentos de tejido obtenidos son
pequeños y, por lo tanto, rinden un escaso número de
CEB. Para solucionar la dificultad de obtener un núme-
ro suficiente de células requeridas en experimentos más
complejos, se han desarrollado líneas comerciales de
CEB. Estas células no siempre proporcionan el genoti-
po de la enfermedad en estudio3.

El objetivo del presente estudio ha sido desarrollar un
método que incrementase la producción de CEB huma-
nas en cultivo primario. Este método permitiría realizar
estudios complejos repetidos a partir de explantes de
muestras de un mismo paciente procedentes de bron-
coscopia o cirugía torácica.
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OBJETIVO: Los cultivos celulares son un buen modelo para
el estudio de las enfermedades pulmonares, pero son difíci-
les de reproducir y producen un número limitado de células.
El objetivo de este estudio ha sido desarrollar un método
que incrementase la producción de células epiteliales bron-
quiales (CEB) humanas en cultivos primarios.

MATERIAL Y MÉTODOS: Se procesó un total de 12 muestras
(9 procedentes de muestras quirúrgicas y 3 de biopsias en-
doscópicas) en placas recubiertas de colágeno tipo I con me-
dio suplementado para CEB. Al iniciarse la proliferación 
celular a su alrededor, los explantes se extrajeron y subculti-
varon sucesivamente. Las células restantes se dejaron proli-
ferar y se tripsinizaron tras alcanzar más del 50% de con-
fluencia. Se valoraron el número de células obtenidas, la
viabilidad y la citoqueratina 7.

RESULTADOS: El número total de células obtenidas con este
método superó en una media de 3 veces el número de CEB
humanas obtenidas en cultivos primarios simples. El número
máximo de subcultivos fue de 5, la viabilidad media (± des-
viación estándar) fue de 91,9 ± 11,7% y el porcentaje de célu-
las positivas para la citoqueratina 7 del 30,71 ± 10,68%.

CONCLUSIONES: El método descrito para amplificar culti-
vos primarios de CEB permite incrementar la producción
de células obtenidas.
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Expansion of Primary Epithelial Cell Cultures

OBJECTIVE: Cell cultures provide a good model for
studying lung diseases but they are difficult to reproduce
and the number of cells obtained is limited. The aim of this
study was to develop a way to increase the production of
human bronchial epithelial cells (BEC) in primary cultures. 

MATERIAL AND METHODS: A total of 12 samples (9 from
surgical specimens and 3 from endoscopic biopsies) were
processed on plates coated with type I collagen with growth
medium supplemented for BEC. When cell proliferation
started, the explants were removed for successive subculturing.
The remaining cells were left to proliferate and were
trypsinized after 50% confluence. We recorded the number
of cells obtained, cell viability, and the percentage positive for
cytokeratin 7. 

RESULTS: The total number of cells obtained by this method
was 3-fold the number of human BEC obtained with simple
primary cultures. The maximum number of subcultures was
5, mean (SD) cell viability was 91.9% (11.7%), and the
percentage of cells positive for cytokeratin 7 was 30.71%
(10.68%). 

CONCLUSIONS: The described method for expanding primary
BEC cultures increases cell production. 
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Material y métodos

Obtención de muestras

Se incluyeron muestras de pacientes sometidos a resección
quirúrgica o bien a broncoscopia según el manejo habitual de
sus enfermedades siguiendo los protocolos estandarizados. Se
informó acerca del tipo de intervención realizada a todos los
pacientes, que firmaron su consentimiento. El estudio fue
aprobado por el Comité de Ética del hospital.

Cirugía torácica

Se incluyeron muestras de 9 pacientes que se sometieron a
cirugía torácica resectiva por tumoración. De la pieza quirúr-
gica extirpada se seleccionó y seccionó un pequeño fragmento
no afectado, situado en el extremo más distal de la zona pato-
lógica.

Broncoscopia

Se incluyó a 3 pacientes a los que se practicó una broncos-
copia. Con ayuda de una pinza para broncoscopio se realizó
una biopsia por paciente en la carina principal considerando
que esta zona no presentara aspecto patológico.

Cultivos celulares

La composición del medio y las concentraciones finales se
prepararon según Devalia et al2. El medio de cultivo 199 con L-
glutamina se suplementó con 2,5 µg/ml de insulina, 0,361
µg/ml de hidrocortisona y 2,5 µg/ml de apo-transferrina (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU), un 2,5% de Nu-serum
IV y 20 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico (Becton
Dickinson, Bedford, MA, EE.UU.), un 1% de penicilina-estrep-
tomicina (Life Technologies, Gibco BRL, Grand Island, NY,
EE.UU.) y 2 µg/ml de anfotericina B (Squibb Industria Farma-
céutica S.A., Esplugues de Llobregat, Barcelona, España).

Obtención de células epiteliales

De la pieza procedente de quirófano se obtuvo el máximo
número de explantes raspando la cara interna del bronquio
con ayuda de unas pinzas y un bisturí. Las biopsias endoscó-
picas se dividieron en fracciones o explantes. Todos los ex-
plantes midieron de 1 a 2 mm. Se lavaron con suero fisiológi-
co, cloruro sódico al 0,9%, con un 1% de penicilina-
estreptomicina, y se colocaron en placas previamente tratadas
con colágeno tipo I (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
EE.UU.) para estimular su proliferación. Se añadió una gota
de medio 199 suplementado sobre cada explante después de
asegurarse de su adhesión a la placa. La placa se incubó a 37
ºC, con un 5% de dióxido de carbono y un 90% de humedad,
y no se movió durante 3 días para evitar que se despegaran los
explantes. Transcurrido este tiempo, se reemplazó el medio
por 3 ml de medio nuevo por placa. En días alternos se siguió
la proliferación celular bajo lupa y se cambió el medio de cul-
tivo.

Subcultivo de explantes

Los explantes se subcultivaron en otra placa, a los 10 días,
cuando se observó un radio de proliferación celular moderado
a su alrededor. Se retiraron los explantes de tejido y se transfi-
rieron a otra placa recubierta de colágeno respetando el resto
de CEB.

Disgregación enzimática

Cuando las células recubrían más de la mitad de la superfi-
cie de crecimiento, a las 3 semanas, se disgregaron enzimáti-
camente. Se extrajo el medio de las placas y se lavaron con
suero fisiológico estéril, con un 1% de penicilina-estreptomi-

cina. Se añadieron 2 ml de la solución tripsina-EDTA (Biolo-
gical Industries, Beit Haemek Kibbutz, Israel) por placa y se
incubaron a 37 ºC durante 5 min. Para inhibir la acción de la
tripsina, se añadieron 2 ml de suero fetal bovino (Biological
Industries, Beit Haemek Kibbutz, Israel) y se centrifugó a 345
g durante 5 min. Se prepararon extensiones en duplicado para
realizar la técnica immunocitoquímica. El resto se resuspen-
dió en 2 ml de suero fisiológico estéril al 0,9% con un 1% de
penicilina-estreptomicina. El recuento celular y la viabilidad
se valoraron en 10 µl de esta suspensión con la utilización del
colorante de exclusión azul de trípano al 0,4% (Sigma Chemi-
cal Co., St Louis, MO, EE.UU.) y la cámara de Neubauer.

Tinción inmunocitoquímica para citoqueratina 7

Se utilizaron el anticuerpo primario monoclonal de ratón
anticitoqueratina 7 humana y el anticuerpo secundario de ca-
bra antiinmunoglobulina G de ratón marcado con peroxidasa.
La reacción química se realizó con el substrato 3,3’-diamino-
benzidina para peroxidasa y se tiñó con hematoxilina de Ha-
rris para contrastar. El material para inmunocitoquímica se
obtuvo de DAKO corporation (Carpinteria, CA, EE.UU.). Se
calculó el porcentaje de células positivas para anticitoquerati-
na 7. Paralelamente, se realizó un bloque de parafina con epi-
telio bronquial sano y se tiñó por inmunohistoquímica para
calcular el porcentaje de células epiteliales postivas para cito-
queratina 7. El control negativo para citoqueratina 7 fueron
cultivos con fibroblastos.

Análisis estadístico

En el análisis estadístico se utilizó el paquete informático
Statistical Package for the Social Sciencies (SPSS) versión
10.0 (1999). Se obtuvieron los valores medios para cada va-
riable y su desviación estándar.

Resultados

Se obtuvo un total de 12 muestras: 9 procedentes de
cirugía torácica y 3 de broncoscopia. Del total de casos,
había 11 varones y 1 mujer, y la edad media (± desvia-
ción estándar) era de 65 ± 12 años. Todos los sujetos eran
fumadores o ex fumadores, con un volumen espiratorio
forzado en el primer segundo medio del 70 ± 13% de su
valor teórico, y 5 de ellos habían recibido quimioterapia.
Los resultados, caso por caso, se describen en la tabla I.

La media de explantes fue de 18,1 ± 14,0 proceden-
tes de muestras obtenidas por resección quirúrgica y de
6 ± 1,2 procedentes de biopsia bronquial por broncos-
copia. Los explantes de las muestras cultivadas se sub-
cultivaron una media de 3,4 veces (entre 2 y 5 subculti-
vos). Los fragmentos procedentes de resección
quirúrgica dieron mejores resultados que los proceden-
tes de broncoscopia. En la tabla II se describen las me-
dias por cada subcultivo.

La media en millones de CEB obtenidas después del
procedimiento fue de 2,42 ± 4,08 (3,18 ± 4,5 en mues-
tras de resección quirúrgica y 0,15 ± 2,2 en muestras de
biopsia bronquial). La media del porcentaje de amplifi-
cación del número de CEB obtenidas de los cultivos
primarios fue del 300 ± 143% (del 343% para los casos
de biopsia bronquial y del 200% para los de resección
quirúrgica). En el total de CEB se observó una viabili-
dad media del 91,9 ± 11,7%: del 92,1 ± 10,3% en los
casos de resección quirúrgica y del 90,47 ± 18,9% en
los de biopsia bronquial.
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El rendimiento, definido como la obtención de un
elevado número de CEB con alta viabilidad, varió du-
rante los subcultivos, de modo que fue superior en los
subcultivos iniciales, para disminuir a medida que el ex-
plante envejecía.

La técnica de inmunocitoquímica mostró una media
del 30,7 ± 10,68% de células positivas para citoquerati-
na 7. La media del control positivo fue del 59,2%. Los
subcultivos finales mostraron tendencia a incrementar
ligeramente el número de células no positivas para cito-
queratina 7.

Discusión

Aunque la técnica de cultivo ha sido expuesta previa-
mente2, ésta es la primera vez que se utiliza para ampli-
ficar el número de CEB y, además, se describe de ma-
nera detallada. Esta amplificación permitiría realizar
experimentos de mayor magnitud, además de incremen-
tar el número de ensayos para cada una de las muestras,
ya que el número de CEB obtenidas de los cultivos pri-
marios es, de media, 3 veces mayor a las conseguidas
de un simple cultivo. El mayor incremento de CEB se
da en subcultivos iniciales y es menos acentuado en los
finales. Aunque la viabilidad no varía a lo largo del pro-
ceso, hay una disminución en cuanto a la calidad de las
células, reflejada en el descenso de la positividad para
citoqueratina 7. Parece ser que las CEB procedentes de
cirugía torácica y broncoscopia se comportarían igual
en este aspecto. No ha sido así en cuanto al número de
subcultivos. Una explicación a este fenómeno sería la
escasez de muestra, que ha limitado el número de ex-

plantes cultivados. En este estudio, los resultados de las
muestras procedentes de broncoscopia y cirugía son
algo distintos, por lo que quizá no deberían mezclarse.

Existen diferentes protocolos, ya descritos en la bi-
bliografía, para cultivar CEB: cultivo de órganos, culti-
vo de explantes y cultivo de células disociadas. En el
cultivo de órganos, las CEB están acompañadas de otros
tipos celulares no epiteliales como fibroblastos, células
endoteliales, inflamatorias y musculares, que podrían
interferir en algunos experimentos4. Varios autores pre-
fieren disgregar enzimáticamente el tejido para aislar
las CEB3. La disgregación enzimática podría causar
cambios bioquímicos y morfológicos en las células que
les impidieran diferenciarse y madurar correctamente
hasta la forma final ciliada2.

Las CEB requieren un sustrato para permitir la adhe-
sión celular al ser cultivadas. De las distintas técnicas
de recubrimiento descritas en la bibliografía, en este es-
tudio se ha utilizado el colágeno con el fin de incremen-
tar la proliferación de CEB5. Existe controversia sobre
la adición o no de suero al medio de cultivo. Jorissen et
al4 observan que concentraciones elevadas de suero (10-
20%) inhiben el crecimiento e inducen la diferenciación
escamosa, pero la utilización de derivados séricos como
NU-serum o Ultroser G permite el cultivo con éxito de
células epiteliales nasales. La tinción inmunocitoquími-
ca con anticitoqueratina 7 es una técnica de gran utili-
dad para caracterizar el origen celular de los cultivos. El
epitelio traqueal humano normal expresa dicho polipép-
tido, que se ha estudiado en patología para discriminar
entre tumores primarios y metastásicos en el pulmón6.
También se ha descrito in vitro para caracterizar células
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TABLA I
Resultados obtenidos en cada caso

Caso Explantes Subcultivos Células totales* (× 106) Amplificación (%) Viabilidad media ± DE** Citoqueratina 7 media ± DE

1 3 4 0,98 360 90,10 ± 10,05 29,50 ± 35,64
2 10 4 1,48 120 92,51 ± 10,25 32,60 ± 24,50
3 6 2 0,66 130 99,30 ± 1,20 25,35 ± 3,18
4 10 2 0,89 210 96,00 ± 4,90 39,10 ± 24,38
5 23 5 2,40 250 92,20 ± 8,25 33,40 ± 16,02
6 16 4 2,36 110 97,30 ± 4,40 12,92 ± 11,72
7 44 4 1,55 250 87,42 ± 21,03 35,80 ± 13,13
8 7 2 0,02 200 75,00 ± 35,36 15,60 ± 0
9 5 2 0,32 230 100,00 ± 0,00 54,53 ± 20,72

10 5 2 0,12 600 91,70 ± 11,8 30,30 ± 10,61
11 37 4 4,33 400 91,14 ± 9,16 30,96 ± 7,10
12 14 2 0,65 140 83,93 ± 3,94 28,50 ± 0

TABLA II
Resumen de las medias ± desviación estándar en cada uno de los subcultivos

Subcultivos N Explantes Explantes viables Células Viabilidad Citoqueratina 7

0 12 15 ± 13,25 13,67 ± 12,29 1,66 × 106 ± 3,59 × 106 94,63 ± 5,96 28,27 ± 11,26
1 12 14,42 ± 13,47 11,17 ± 10,62 0,33 × 106 ± 0,35 × 106 89,92 ± 14,9 36,71 ± 13,81
2 12 12,75 ± 10,65 5,8 ± 6,85 0,27 × 106 ± 0,38 × 106 90,29 ± 8,9 31,55 ± 23,59
3 6 14,5 ± 7,7 8,33 ± 6,06 0,3 × 106 ± 0,37 × 106 97,82 ± 3,92 30,9 ± 18,64
4 6 12,5 ± 6,95 4,17 ± 3,54 0,03 × 106 ± 0,04 × 106 85,96 ± 21,88 25,2 ± 1,7
5 1 8 0 0 – –

DE: desviación estándar.
*Las células totales son la suma de las células obtenidas en cada uno de los subcultivos; **la viabilidad está expresada como la media ± DE de los porcentajes en cada sub-
cultivo.



epiteliales glandulares de cultivos y demostrar que las
CEB pueden mantener una características morfológicas
y bioquímicas similares a las encontradas in vivo7. En
ese mismo estudio, el 39,8 ± 0,95% de las CEB cultiva-
das eran de tipo glandular, mientras que en nuestro estu-
dio obtenemos una media del 30,71 ± 10,68%.

En conclusión, el método desarrollado en este estudio
permite incrementar 3 veces como media el número de
CEB humanas obtenidas en cultivos primarios. Este mé-
todo posibilita la realización de estudios complejos y re-
petidos en los que se precise una mayor cantidad celular
a partir de explantes de muestras de un mismo paciente
obtenidas por broncoscopio y/o resección quirúrgica.
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