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Cultivo primario de células ciliadas de adenoides humanos.
Un modelo experimental para evaluar la actividad ciliar in vitro

Primary culture of human adenoid ciliated cells.
An experimental model to evaluate ciliar activity in vitro

Claudia González1, Trinidad Sánchez2, Ximena Fonseca1, Manuel Villalón2.

RESUMEN

Introducción: El clearance mucociliar normal es el mecanismo de defensa básico de las
vías respiratorias. Sin embargo, los mecanismos de control ciliar aún se desconocen. Con el
fin de entenderlo mejor, se han desarrollado diferentes técnicas de cultivo de células ciliadas.

Objetivos: Desarrollar un modelo experimental a partir de cultivos primarios de
tejido adenoídeo y cornete medio. Caracterizar la respuesta a adenosin trifosfato (ATP),
agonista conocido de la frecuencia de batido ciliar (FBC).

Material y método: Cultivos primarios a partir de explantes de epitelio adenoídeo y
cornete medio humano. Medición de FBC, con técnica de microfotodensitometría, en
condición basal y  en respuesta a ATP a diferentes concentraciones.

Resultados: La FBC basal (promedio (X) ±desv. estándar (DE)) para los cultivos de cornete
medio fue 11,9 ±1,5 Hz y para tejido adenoídeo fue 10,9 ±1,9 (p >0,05). Se observó un
aumento en la FBC en respuesta a ATP, dosis dependiente. No hubo diferencia significativa en la
FBC basal ni en la respuesta a ATP entre cultivos de cornete medio y adenoides.

Conclusión: El cultivo primario de células ciliadas nasales a partir de explantes de
adenoides, es un modelo experimental reproducible, en el que es posible observar
actividad ciliar y una respuesta funcional  concordante con lo descrito en la literatura.
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ABSTRACT

Introduction. Mucociliary clearance constitutes the main defense mechanism of the
airway, but the mechanisms of ciliary control are still unknown. With the aim of a better
understanding of this process, many ciliated cells culture techniques have been developed.

Aims. 1. To develop an experimental model based on primary cultures from adenoid
and middle turbinate tissue. 2. To characterize in this model the response to ATP, a
known agonist of ciliary beat frequency (CBF).
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INTRODUCCIÓN

La mucosa de la cavidad nasal, al igual que el resto
de la vía aérea, se encuentra cubierta por un
epitelio cilíndrico ciliado pseudoestratificado. Cada
célula ciliada está cubierta por 50 a 100 cilios en su
cara apical. El movimiento permanente y sincróni-
co de estos cilios es uno de los factores primordia-
les en la mantención del clearance mucociliar, con
el subsiguiente desplazamiento de polvo, bacterias
y otros elementos hacia la faringe. Este es el
mecanismo básico de defensa de las vías respira-
torias1,2.

Para el estudio del movimiento y función ciliar
se han diseñado diversos modelos, siendo uno muy
utilizado, el cultivo primario de células ciliadas de vía
aérea3,4. En estos cultivos ha sido posible estudiar el
efecto de diversas sustancias sobre la frecuencia de
batido ciliar (leucotrienos5, prostaglandinas6,
endotelinas7; drogas, como salmeterol, salbutamol8,
atropina9, eritromicina10, etc...). Los cultivos pueden
ser obtenidos de mucosa nasal, traqueal, adenoides
o de pólipos nasales.

En la vía aérea, el adenosin trifosfato (ATP)
tiene un importante rol como mediador de una
serie de funciones normales de la célula. Es libera-
do en forma autocrina y paracrina en el epitelio
respiratorio y tiene un efecto estimulador
(agonista) de la frecuencia de batido ciliar (FBC).
Esta respuesta ha sido bien caracterizada en epite-
lio de tráquea de conejo11, oviducto de rata12,
tráquea13 y mucosa nasal humana14. La utilidad de
los explantes de tejido adenoídeo para el estudio de
actividad ciliar ya ha sido publicada por diversos
autores15-17. Sin embargo, la respuesta a ATP no ha
sido caracterizada en este modelo.

Hasta el inicio de nuestra investigación, ninguna
de estas técnicas de estudio de mucosa respiratoria
había sido puestas en práctica en otorrinolaringolo-
gía en nuestro país. Motivados por este hecho, y con
el fin de entender mejor el funcionamiento ciliar
normal planteamos como hipótesis que los cultivos
primarios de explantes de células ciliadas son un
modelo experimental fácil de reproducir y que aque-
llos obtenidos a partir de tejido adenoideo tienen
características similares a los obtenidos de mucosa
nasal.

Los objetivos del siguiente trabajo son:
1. Desarrollar un modelo experimental a partir de

tejido adenoídeo o de cornete medio, para el
estudio de los mecanismos de control de la
actividad ciliar in vitro.

2. Caracterizar y comparar la respuesta a ATP,
agonista conocido de la frecuencia de batido
ciliar (FBC), en cultivos primarios de explantes
de tejido adenoídeo y de cornete medio.

MATERIAL Y MÉTODO

Obtención de muestras

Entre noviembre 2002 y octubre 2003 se tomaron
muestras de cornete medio de pacientes someti-
dos a rinoseptoplastía, dacriocistorrinostomía y
cirugía endoscópica de cavidades perinasales y
muestras de adenoides de pacientes sometidos a
adenoidectomía por hipertrofia adenoídea, previo
consentimiento informado.

Las muestras fueron depositadas en un frasco
con suero fisiológico 0,9% y luego en un frasco
con 5 ml de solución Hank’s suplementado con

Material and Method. Primary cultures derived from human adenoid tissue and middle
turbinate epithelial explants were obtained. CFB was measured by microphotodensitometry,
both in basal conditions and in response to ATP at different concentrations.

Results. Basal CFB (average (X) +- standard deviation (SD)) for middle turbinate cultures
was 11.9 +- 1.5 Hz, and for adenoid tissue was 10.9 +- 1.9 Hz (p< 0.05). A CBF increase was
observed in response to ATP, in a dose-dependent manner. No significant difference in basal
CFB or in response to ATP was found between middle turbinate and adenoid cultures.

Conclusion. Primary culture of nasal ciliated cells derived from adenoid explants is
a reproducible experimental model, in which it is possible to observe both ciliary activity
and a functional response in accordance to what has been reported in the literature.

Key words. Ciliary beat, ATP, adenoid, middle turbinate, ciliated cells.
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anfotericina B 0,125ug/ml, estreptomicina 10 ug/
ml y penicilina G 100 U/ml.

Cultivos primarios

Los cultivos primarios se realizaron con el método
introducido por Verdugo y cols18, que permite obte-
ner monocapas confluentes de células epiteliales.
Los adenoides son cortados en trozos de 2-4 mm,
los que son lavados con una solución de Hank’s
estéril y se sumergen en medio NHS (NHS es el
medio de Eagle modificado por Steinberger), cuya
composición en milimolar (mM) es la siguiente: 137
NaCl; 5,09 KCl; 1,14 Na2HPO4x2H2O; 0,18
KH2PO4; 0,923 MgCl2x6H2O; 0,91 CaCl2x2H2O;
4,07 NaHCO3; 21,5 glucosa y 0,2 glutamina
(ph=7,4). Además, este medio es suplementado con
1,0% de vitaminas, 1,0% de aminoácidos esencia-
les, 1,0% de aminoácidos no esenciales, 1,0% de
piruvato y los antibióticos: neomicina 0,2 mg/ml y
penicilina 0,12 mg/ml. Los trocitos de epitelio, son
depositados en cubreobjetos pretratados con gelati-
na al 0,1%, y estos en cámaras de Rose. Los
explantes son cubiertos con una membrana de
diálisis, previamente esterilizada, y pretratada con
medio de cultivo. Las cámaras de Rose se llenaron
con 2 ml de medio NHS que contiene 10% de suero
de caballo inactivado por calor (ph 7,2-7,4) y se
mantienen en una incubadora a 37ºC. El medio de

las cámaras se renueva cada 48 horas. Después de
aproximadamente 7 días en estas condiciones de
cultivo se revisan diariamente los cultivos para
determinar si han crecido nuevas células a partir de
los explantes originales, formando una monocapa
de células ciliadas que presentan batido ciliar
sincronizado. Cuando la monocapa se ha formado,
el cultivo se considera listo para estudio.

Detección del batido ciliar
con la técnica de microfotodensitometría

La técnica consiste en el análisis de las fluctuacio-
nes de luz que genera el movimiento de los cilios y
que son detectadas por un fotodiódo asimétrico
montado en el plano fotográfico del microscopio
de fase19. La señal generada por las fluctuaciones
de luz en el tiempo, es procesada por un analizador
de espectros digital (Rapyd System), que entrega
un espectro de la frecuencia de batido ciliar instan-
tánea (Figura 1). El número de células o cilios a los
que se les puede medir la frecuencia del batido en
un determinado momento, está definido por la
magnificación del microscopio y por el tamaño de
la superficie activa del diodo de detección. El
sistema que actualmente está montado en el labo-
ratorio, permite la detección de la frecuencia en
células ciliadas individuales que contienen aproxi-
madamente 50-100 cilios por célula.

Figura 1: A. Microscopía electrónica de un cultivo de explante de adenoides. Es posible observar el penacho de cilios en algunas
células y se reconocen claramente los límites celulares. B. Espectro de frecuencia de batido ciliar basal de una célula ciliada. La
frecuencia de batido de la célula ciliada representada por este espectro corresponde a 11 Hz.

CULTIVO PRIMARIO DE CÉLULAS CILIADAS DE ADENOIDES HUMANOS - C González, T Sánchez, X Fonseca, M Villalón
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Medición de frecuencia de batido ciliar

Una vez que el cultivo primario alcanzó confluencia y
actividad ciliar espontánea, cada uno de ellos se abre,
se realizan lavados con solución Hank’s y se mide la
frecuencia de batido ciliar en el microscopio, el cual
tiene una estufa con termostato para mantener la
temperatura constante a 35ºC. Se realizaron medicio-
nes de frecuencia de batido basal a varias células de un
mismo cultivo, tratando de obtener una muestra lo más
representativa posible de ese cultivo. Posteriormente
se seleccionaron dos células con una frecuencia basal
promedio para ese cultivo, con buena señal y se
realizaron mediciones de FBC cada un minuto durante
cinco minutos. Si la frecuencia permanece estable se
agregó al cultivo ATP en concentración final de 1
micromolar (µM), 10 µM, 50 µM, o 100 µM y se
realizaron mediciones durante 25 minutos. Posterior a
esto se lavó el medio con Hank’s y se controló FBC por
cinco minutos, para evaluar que la droga utilizada no
haya alterado la función celular durante el experimento.

Estadística

El análisis estadístico se realizó con estadística
descriptiva y test de student para diferencia de
medias, utilizando Microsoft Excel 2000 y Prisma
Graphpad.

RESULTADOS

I. Cultivos primarios

La técnica utilizada permitió obtener cultivos con-
fluentes de células ciliadas con actividad ciliar
espontánea. Durante el período descrito se obtuvo
40 cultivos viables, excluyendo los contaminados y
aquellos en los que no se observó crecimiento de
células ciliadas, 34 de ellos provenían de ade-
noides (21 pacientes) y 6 de cornete medio (4
pacientes).

Durante la obtención de la muestra un paciente
presentó una epistaxis transitoria luego de la biop-
sia de cornete medio, que cedió con taponamiento
nasal y oximetazolina tópica por algunos minutos,
lo que retrasó el comienzo de la rinoplastía. No se
registraron incidentes en relación a la obtención de
muestras de adenoides.

Según el sitio de origen de la muestra, el
promedio de días de incubación necesarios para
observar células ciliadas con actividad espontánea
fue 16 ±3,2 días para cornete medio y 11, 25 ±2,01
para adenoides (p <0,05).

En todos los cultivos fue posible observar
coexistencia de células ciliadas, células secretoras
activas y otras células no identificadas de aspecto
similar a  fibroblastos. La Figura 1 muestra una
microfotografía de microscopía electrónica de ba-
rrido de un cultivo, en la que es posible reconocer
los límites celulares y el penacho de cilios (30 a 50)
en el centro de la superficie celular.

Se registró la FBC basal en un total de 269
células, correspondientes a un total de 25 pacientes.
Al evaluar la FBC en relación al número de días de
cultivo, se observó que si bien existe una pequeña
variabilidad en la FBC, ésta se mantiene en un rango
promedio de 9,87 a 12,21 Hz, sin observar un
deterioro estadísticamente significativo con el paso
de los días de incubación de acuerdo a ANOVA
(análisis de varianza) de una vía (p >0,05) Figura 2.

No se observó diferencia estadísticamente signifi-
cativa en la FBC basal entre cultivos procedentes de
adenoides o de cornete medio. La frecuencia basal fue
de 11,9 ±1,5 Hz (X ±DE) con un rango de 9,6 a 14 Hz,
para cornete medio y 10,77 ±1,9 Hz (X ±DE) con un
rango de 6,5 a 17,5 Hz. para adenoides (p >0,05).

En cada cultivo fue posible observar células
con distintas FBC basal, observándose una distri-
bución normal de acuerdo al test Shapiro-Wilk,
Figura 3. El 43,9% de las células tenía una FBC
entre 8 y 10 Hz.

II. Incremento de FBC en respuesta a ATP

El ATP en las concentraciones de 1 µm, 10 µm, 50 µm
y 100 µm, produjo un incremento rápido de la FBC,
seguido de un plateau sobre la FBC basal, que
luego del lavado con Hank’s volvió a la FBC basal.

Se observó el efecto de diferentes concentracio-
nes de ATP sobre la FBC, observándose un incre-
mento del 28,7% en la FBC con ATP 10µM, 33% con
ATP 50µM y 29,4% con ATP 100µM. Figura 4.

Al comparar el efecto de ATP 1 µM no se
observó diferencias significativas entre el curso
temporal ni las respuestas máximas de FBC
entre cultivos de cornete medio y de adenoides.
Figura 5.
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DISCUSIÓN

En este estudio observamos que los cultivos pri-
marios de células ciliadas de vía respiratoria alta
humana, son un modelo experimental reproduci-
ble, relativamente fácil de obtener. Además obser-
vamos que las células ciliadas responden a ATP y
no hay diferencia entre cultivos procedentes de
cornete medio y adenoides.

En los últimos años la investigación relacionada
con las células ciliadas de la vía aérea ha descubierto
el efecto que múltiples factores, ya sea físicos, am-

bientales, químicos, neurotransmisores y otros, ejer-
cen sobre el batido ciliar. La activación de los recepto-
res purinérgicos por ATP produce un importante
incremento en la frecuencia de batido ciliar en diferen-
tes sistemas y especies de mamíferos8,20,21. Además el
ATP puede ser degradado en la superficie celular a
adenosina, por la acción de ectonucleotidasas. La
adenosina se une a un receptor purinérgico A2BA y
mediante la vía dependiente de adenosin monofosfato
(AMP) cíclico genera un incremento en la FBC8. Sin
embargo, aunque la respuesta a ATP y sus
metabolitos parece ser importante en la vía aérea y ha

Figura 2: Frecuencia de batido ciliar promedio según días de incubación (np: número de pacientes, nc: número de cultivos, nce:
número de células estudiadas).

Figura 3: Distribución de las células ciliadas según la frecuencia de batido ciliar basal.

CULTIVO PRIMARIO DE CÉLULAS CILIADAS DE ADENOIDES HUMANOS - C González, T Sánchez, X Fonseca, M Villalón
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sido considerado para el tratamiento de enfermeda-
des respiratorias, los mecanismos de liberación de
ATP desde las células epiteliales no son completa-
mente entendidos22-24. Considerando que la respuesta
a ATP, estudiada y descrita en distintos modelos, es
bastante sistemática, creemos que es un excelente
parámetro de evaluación de respuesta ciliar en un
modelo que pretenda evaluar función ciliar, y por esta
razón fue el agonista escogido para validar nuestro
estudio.

Las características ideales de una muestra para
cultivo ciliar, teóricamente serían: origen humano,
facilidad en la obtención, bajo costo, ausencia de

morbilidad importante para el paciente, cantidad
abundante, crecimiento rápido del cultivo, y en que
se pueda reproducir las características propias del
epitelio nasal in situ (interacciones celulares, seña-
les paracrinas, etc). En nuestro estudio se realiza-
ron biopsias de cornete medio de pacientes que
serían sometidos a cirugías nasales
(dacriocistorrinostomía, cirugía endoscópica de
cavidades perinasales, rinoseptoplastía), porque
parecía la zona más representativa y accesible de la
mucosa nasal, sin embargo, en uno de estos
pacientes se produjo una epistaxis que si bien fue
de escasa cuantía, significó un taponamiento nasal

Figura 5: A. Curso temporal del efecto de 1 µM ATP sobre la FBC en cultivos primarios de células ciliadas de adenoides
humanos. Luego de un período de 5 min. en la solución control (1cP), para registrar la FBC basal, se agregó 1 µM de ATP y se
registró la FBC durante 25 min. mediante microfotodensitometría. Los datos corresponden a los valores promedio de FBC ( un
error estándar y se expresan como porcentaje respecto a la frecuencia basal o control (100%). La línea negra indica el tiempo
de exposición a ATP. B. Promedio respuesta máxima a ATP. Se graficó el promedio del incremento máximo de cada célula en
respuesta a  1 µM de ATP. (np: número de pacientes, nc: número de cultivos, nce: número de células medidas).

Figura 4: A. Relación entre FBC y concentración de ATP. El gráfico muestra el área bajo a curva (ABC) del incremento de la
frecuencia de batido ciliar (FBC) en respuesta a distintas concentraciones de ATP. (np: número de pacientes, nc: número de
cultivos, nce: número de células medidas). B. Curva dosis ATP-respuesta FBC. El gráfico representa la relación entre el
aumento logarítmico de la concentración de ATP y el incremento de la FBC, expresada como ABC. La línea continua representa
el ajuste sigmoideo de los datos (R2 =0,962).
Ecuación: y=-4,953 + (434,3/1+10^((Log 0,9318-x)))
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por unos minutos que posteriormente cedió con el
uso de oximetazolina tópica. Por el contrario, la
adenoidectomía realizada en todos los pacientes
incluidos en este estudio, tenía una indicación
terapéutica, y por lo tanto, la obtención de la
muestra no agregó morbilidad extra a la cirugía.

Al evaluar costo/efectividad de las muestras
provenientes de cornete medio, con aquellas prove-
nientes de tejido adenoídeo, se observó que las
segundas presentaban actividad ciliar espontánea
en menor número de días de cultivo, comparado
con las de cornete medio y que además tenían
subjetivamente, mayor cantidad de células ciliadas
por cultivo. La explicación más lógica para este
fenómeno, probablemente deriva de la mayor canti-
dad de muestra disponible en el caso de los
adenoides, lo que permitió montar un mayor núme-
ro de explantes por cultivo, y de este modo aumen-
tar el rendimiento de la muestra. Esto ya había sido
sugerido en el estudio realizado por Schuil25. A pesar
que el uso de explantes de tejido adenoídeo para
estudio ciliar es un método utilizado en forma
recurrente en la literatura26-29, se podría cuestionar
su capacidad de representar al epitelio nasal por
tratarse de un epitelio con metaplasia escamosa, sin
embargo este fenómeno sólo ocurre en focos, por lo
que las células ciliadas remanentes son suficientes
para desarrollar el cultivo.

Otra de las ventajas observadas en nuestro
estudio fue la aparición junto a las células ciliadas,
de células secretoras funcionalmente activas30.
Creemos que la interacción entre varios tipos
celulares del cultivo podría acercarnos a una mejor
recreación de las condiciones existentes in vivo. El
clearence mucociliar no sólo depende de la FBC,
sino también de las características del mucus y del
fluído periciliar31. El ATP también actúa sobre re-
ceptores purinérgicos en las células secretoras de
vía aérea32, estimulando la secreción de mucus. En
nuestros cultivos pudimos observar este fenóme-
no (dato no mostrado) y será motivo de futuras
investigaciones determinar el tipo de interacción
que podría existir entre secreción de mucus y FBC.

Al analizar la población de células ciliadas de
los cultivos se observó que la frecuencia de batido
ciliar basal no presentaba grandes variaciones
dependiendo del número de días de incubación de
la muestra. Esto en la práctica tiene una gran
importancia. Si se hubiera establecido alguna dife-

rencia en la FBC de acuerdo al período de
incubación, para realizar un protocolo en que todos
los cultivos fueran comparables habría sido nece-
sario establecer un número determinado de días de
cultivo, lo que habría conducido a un mayor por-
centaje de cultivos perdidos por ausencia de célu-
las ciliadas (algunos demoran más días en tener
actividad ciliar espontánea), o por contaminación
(a mayor duración del cultivo más riesgo de conta-
minación). Afortunadamente al no existir esta dife-
rencia, es posible trabajar con el cultivo cuando
éste se encuentre en el mejor momento, indepen-
diente del número de días de incubación.

Dentro de un cultivo, las células ciliadas siguen
una distribución normal en base a su FBC basal, es
decir, se observan células con baja frecuencia y
otras células con alta frecuencia. Arbitrariamente
definimos que la célula más adecuada y más
representativa para realizar las mediciones eran
aquellas células con una frecuencia de batido ciliar
basal promedio para las células de ese cultivo.

La respuesta obtenida con ATP a distintas
concentraciones es comparable a la descrita por
otros autores. El ATP genera un rápido incremento
en la frecuencia de batido ciliar, asociado a un
incremento de calcio intracelular. La respuesta
máxima descrita en respuesta a ATP 10 µM en
cultivos de tráquea humana  es de 37%±4  sobre la
línea basal. En nuestro caso se obtuvo 27,2% ±2,7.
En células humanas la FBC se mantiene elevada
después de una breve estimulación con ATP 10 µM
por aproximadamente 10 minutos, a pesar de que
el calcio intracelular declina7.

Tampoco observamos diferencia significativa
en la FBC basal ni en la respuesta a ATP entre
cultivos procedentes de adenoides versus cornete
medio. Considerando que macroscópica y
funcionalmente ambos cultivos se comportan
igual, y que los cultivos procedentes de adenoides
son más costo efectivos, creemos que nuestros
resultados validan el uso de éste último tejido para
estudios que pueden ser extrapolados a la mucosa
nasal, tal como ya lo han hecho otros autores25.

CONCLUSIÓN

El cultivo primario de células ciliadas nasales a
partir de explantes de adenoides, es un modelo

CULTIVO PRIMARIO DE CÉLULAS CILIADAS DE ADENOIDES HUMANOS - C González, T Sánchez, X Fonseca, M Villalón
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experimental reproducible, en el que es posible
observar actividad ciliar y una respuesta funcional
a ATP concordante con lo descrito en la literatura
para otros sistemas.

En vista de lo anterior, creemos que es una
excelente herramienta para desarrollar protocolos
de investigación en células ciliadas humanas.
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