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Determinacion de algunas caracteristicas bioldgicas de aislados
primarios de células del corion de placenta de alpaca
(Vicugna pacos)

Determination of some biological characteristics of primary isolates of chorion
cells from the alpaca placenta (Vicugna pacos)

Javier Enciso!, Alexei Santiani?, Carlos Cisneros-Huamani??

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar la morfologia y cinética de crecimiento de
un aislado de células primarias de los pasajes 1-3 del corion de placenta de alpaca
(CpCPa) como precursores de células madre. Se procesaron cinco placentas de alpaca
por disgregacion mecanica enzimatica para el aislamiento primario de células nucleadas,
evaluandose la forma, longitud, ancho y cinética de dichas células, ademas de la pobla-
cion de células obtenidas por gramo de tejido del corion placentario. Los resultados en
aislamiento celular dieron de rendimiento 6x10° células nucleadas/g de tejido del corion.
La morfometria evaluada desde el pasaje 0 al pasaje 3 mostr6 elongamiento longitudinal
que vadesde los 110.99 +27.16 um hasta los 298.24 + 52.06 um, respectivamente, mien-
tras que la medida del ancho celular abarco desde los 30.97 + 8.53 um hasta los 48.17 +
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11.27 umy la cinética de crecimiento expresada en nivel de doblaje poblacional acumulativo
por niimero de pasaje fueron 2.07, 1.65, 1.06 y 0.30. Las caracteristicas de morfologia y
cinética de crecimiento de los primeros pasajes del cultivo de las CpCPa denotaron
caracteristicas similares a las células madre de especies domésticas reportadas. Esta
informacion preliminar es importante para futuros estudios de caracterizacion y expan-
sion de las CpCPa con fines de terapia regenerativa para los camélidos sudamericanos.
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ABSTRACT

The aim of this work was to determine the morphology and growth kinetics of an
isolate of primary cells from passages 1-3 of the alpaca placental chorion (aPChC) as stem
cell precursors. Five alpaca placentas were processed by mechanical enzymatic
disintegration for primary isolation of nucleated cells, evaluating the shape, length, width,
and kinetics of these cells, as well as the population of cells obtained per gram of placental
chorion tissue. The results in cell isolation yielded 6x10° nucleated cells/g of chorion
tissue. The morphometry evaluated from passage 0 to 3 showed longitudinal elongation
ranging from 110.99 +27.16 pmto 298.24 4+ 52.06 pm, respectively, while the measure of the
cell width ranges from 30.97 +8.53 pmto 48.17+ 11.27 pm. The growth kinetics expressed
as cumulative population doubling level per passage number were 2.07, 1.65, 1.06 and
0.30. The morphology and growth kinetics characteristics of the first passages of the
aPChC culture denote characteristics like those of stem cells of reported domestic species.
This preliminary information is important for future characterization and expansion studies

of aPChC for regenerative therapy purposes for South American camelids.
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INTRODUCCION

La placenta es un 6rgano transitorio
multifuncional que sustituye las funciones vi-
tales que necesita un organismo para su Opti-
mo desarrollo (Burton y Fowden, 2015). De
otra parte, este drgano en el humano ha de-
mostrado tener cualidades potenciales para
la clinica experimental en la medicina
regenerativa (Caruso ef al., 2012; Pogozhykh
et al., 2018), en tanto que los estudios reali-
zados en placenta de animales domésticos han
demostrado guardar caracteristicas similares
a la del humano (Barboni et al., 2018); sin
embargo, la placenta de los camélidos sud-
americanos ha sido muy poco estudiada.

Las células primarias (CP) de un tejido
se pueden obtener de diversas formas (Zhu
et al., 2013; Hendjijani, 2017; Araujo et al.,
2018; Reichard y Asosingh, 2019), sin em-
bargo, clasicamente se obtienen de la disgre-
gacion mecéanica y enzimatica en el tejido o
por cultivo de explantes. Del cultivo continuo
de CP, se purifican las células madre
(Soleimani y Nadri, 2009), células que se ca-
racterizan por tener cualidades reparadoras
y regenerativas, asi como de participar en
funciones de anti-apoptosis, inmunomodula-
cion y angiogénesis (Kolios y Moodley, 2013).

Diversos estudios que abordan células

madre de tejidos extrafetales de animales
domésticos, han denotado caracteristicas con
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buena cinética de proliferacion y de morfolo-
gia similar al fibroblasto (Park et al., 2012;
Seo et al., 2013; Ribitsch et al., 2017; Long
etal.,2018), siendo las condiciones de culti-
vo en estos trabajos de forma estandar, algu-
nas de ellas suplementadas con un mayor
soporte nutricional. Las células madre de los
camélidos del viejo mundo también han de-
mostrado presentar buena capacidad
proliferativa, ademas de mostrar morfologia
fusiforme, tal es el caso de las células madre
de la gelatina de Wharton del camello
(Miniawy et al., 2017) y de la grasa abdomi-
nal del camello arabigo (Mohammadi-
Sangcheshmeh et al., 2013). En cuanto a los
camélidos sudamericanos, las células madre
adiposas de alpaca también se caracterizan
por su morfologia fusiforme (Enciso-
Benavides et al., 2017); sin embargo, hasta
le fecha no han habido estudios de caracte-
rizacion en cinética de crecimiento y evalua-
cion morfolodgica de células derivadas de teji-
dos extrafetales de camélidos sudamerica-
nos, por lo que el objetivo del estudio fue de-
terminar caracteristicas biologicas de la mor-
fologia y cinética de crecimiento de las célu-
las primarias del corion de placenta de alpa-
ca (CpCPa) como precursores de células
madre.

MATERIALES Y METODOS

Muestras y Transporte

Se obtuvo cinco fetos con envoltura
uterina de alpacas en Gltimo tercio de gesta-
cion. Los animales fueron sacrificados por
abasto en el camal de la municipalidad pro-
vincial de Huancavelica. Se separ6 el corion
de placenta de las envolturas extrafetales y
envoltura uterina; se realiz6é 10 lavados con
solucion salina estéril, se coloco en pequetios
contenedores estériles con medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) suplemen-
tada con 5% de suero fetal bovino mas anti-
bidtico-antimicotico (Ciprofloxacino/
Fluconazol, 200 mg/100 ml, 2X) y se trans-
port6 a la Universidad Cientifica del Sur en
un contenedor térmico con hielo.
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Aislamiento y Cultivo Primario de CpCPa

El aislamiento celular se llevo a cabo en
el Laboratorio de Cultivo Celular e
Inmunologia de la Universidad Cientifica del
Sur. Las muestras obtenidas se volvieron a
lavar con solucion salina estéril por 10 veces,
procesandose Unicamente 10 g del corion
placentario. Se realiz6 disgregacion mecani-
ca y enzimatica con colagenasa tipo IA al
0.05% (Sigma Aldrich) y se incub6 a 37.5 °C
por 10 min; se tamizo6 con colador celular de
1 mm y se centrifugé a 300 g por 10 min. Se
hicieron lavados con solucioén tampon fosfato
estéril y se centrifugd a 300 g por 5 min por 2
veces. Se realizo recuento celular con ca-
mara de Neubauer y se cultivo en placas
Petri a una densidad de siembra de 2x10*
células/cm? con pequefios residuos de tejido
filtrado. El medio de cultivo consistioé en
DMEM F-12 (Biowest) suplementado con
15% de suero fetal bovino (Biowest), y solu-
cion de antibidtico-antimicotico (penicilina
10 000 unidades, estreptomicina 10 mg/ml y
anfotericina B 25 pg/ml) (Biowest) y se in-
cubo a 37.5 °C con 5% de CO,, 95% de hu-
medad y a condicion atmosférica normal.

Morfometria del Cultivo de CpCPa

Se evalu6 la morfometria de las CpCPa
de morfologia fusiforme, desde el pasaje 0 al
pasaje 3. Se tomaron microfotografias con el
controlador de camara de microscopio Nikon
DS-L3 y se guardaron en un dispositivo USB.
Se evaluaron las mediciones microfotogra-
ficas (longitud y ancho celular) con el soft-
ware Image J (NIH, USA) y se hicieron com-
paraciones entre pasajes del mismo cultivo
con el software Graph Pad Prism 5 (Graph
Pad Software, USA), usando la prueba de T-
student pareado. Los resultados se evidencia-
ron en significancia de las medias aritméticas.

Cinética de Crecimiento

Se evaluo la cinética de crecimiento de
las CpCPa desde el pasaje 1 al pasaje 4. El
pasaje de las CpCPa se realizo por
tripsinizacion y se subcultivo en placas de seis
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Figura 1. A. Diseccion del corion placentario en pequefios trozos de tejido. B. CpCPa pasaje 0, 72h
de cultivo, heterogeneidad celular, con mayor crecimiento de células fusiformes. 10X

pocillos a una densidad de 5x10°células/cm?.
El recuento celular se realiz6 con la camara
de Neubauer empleando la tincion Azul de
Tripan (Sigma Aldrich). Se evalud el nivel de
doblaje poblacional acumulativo (CPDL) y su
tiempo de doblaje poblacional (DT) mediante
la formula CPDL = Ln(N(t)/ N(w)/Ln(2), don-
de N, es el nimero de células cosechadas a
un tiempo de cultivo y N -es el niimero de
c¢lulas sembradas al inicio.

RESULTADOS

Cultive Primario de CpCPa

Los tejidos del corion placentario de al-
paca sometidos a disgregacion mecanica (Fi-
gura 1 A) y enzimatica dieron como resultado
de rendimiento celular 6x10° de células
nucleadas/g de tejido. El tiempo de cultivo
primario tuvo un rango de 3 a 5 dias, mos-
trando mayor crecimiento de células fusifor-
me en cultivo primario a los 3 dias (Figura
1B). No obstante, se evidencid heterogenei-
dad celular, células con morfologia redonda y
de bordes irregulares.

Las CpCPa en cultivo al pasaje 1, evi-
denciaron mayor crecimiento celular fusifor-
me y muy poco de morfologia redonda e irre-
gular, notando muy poca presencia en el pa-
saje 3. Asimismo, en los pasajes continuos de
los cultivos se denot6 incremento de tamafio
morfologico en las CpCPa bajo su forma
longitudinal (Figura 2).

Morfometria de las CpCPa

La medidas microfotograficas de las
CpCPa fusiformes y su comparacion signifi-
cativa se presentan en el Cuadro 1 y Figura
3, respectivamente. La elongacion evidencia-
da en las CpCPa muestra incrementos del
26.61, 68.08 y 26.61% con respecto a sus
pasajes antecesores, mientras que los incre-
mentos de ancho mostraron incrementos del
14.33,32.38 y 2.77% con respecto a sus pa-
sajes antecesores.

Cinética de Crecimiento
Los niveles de doblaje poblacional
acumulativo de las CpCPa calculados fueron

2.07,1.65,1.06 y 0.30 para los pasajes 1 al 4
(Figura 4). Se encontr6 que en el pasaje 1

Rev Inv Vet Peri 2021; 32(4): 20941



Caracteristicas de las células del corion de placenta de la alpaca

()

Figura2. Incremento de tamafio morfologico fusiforme de las CpCPa en cultivo: A. CpCPa en
pasaje 0, 10X; B. CpCPa en pasaje 1, 10X; C. CpCPa en pasaje 2, 10X; D. CpCPa en

pasaje 3, 10X

ocurre doble duplicacion poblacional, y en el
pasaje 2 y 3 concretan a una duplicacion
poblacional, mientras que en el pasaje 4 no
ocurrio el doblaje poblacional.

DiscusioN

Las células madre provienen de los cul-
tivos primarios, cuya purificacion se logra con
la eliminacion de células heterogéneas y
eritrocitos en los primeros estadios del culti-
vo (Soleimani y Nadri, 2009). En este estudio
no se realizo la identificacion como células
madre derivadas del corion de placenta de
alpaca, segun las caracteristicas minimas que
se exige para la categorizacion basica
(Dominici et al., 2006), pero se logrd carac-
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terizar parcialmente a los precursores de cé-
Iulas madre de las CpCPa por su morfologia,
cuya caracteristica identifica a las células
madre mesenquimales de fuentes extrafetales
de animales (Chen et al., 2011; Seo et al.,
2013; Maciel et al.,2014; Somal et al., 2016;
Ribitsch et al., 2017; Peng et al., 2017).

El protocolo de aislamiento aplicado en
el estudio determiné un rendimiento celular
de 6x10°células nucleadas/g de tejido, siendo
mayor a los resultados de otros protocolos de
aislamiento (Araujo et al., 2018; Wu et al.,
2018). La confluencia alcanzada en las
CpCPa en cultivo primario se obtuvo en cor-
to tiempo, a diferencia de estudios similares
que obtuvieron mas tiempo (Ribitsch et al.,
2017; Peng et al., 2017; Long et al., 2018).
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Cuadro 1. Incremento morfométrico de longitud y ancho de las células primarias del corion
de placenta de alpaca (CpCPa) con morfologia fusiforme

CpCPa
(células con morfologia fusiforme)
Pasaje 0 Pasaje 1 Pasaje 2 Pasaje 3
Longitud (um) 110.99 +£27.16 140.14 +£28.89 235.56 +40.33 298.24 +52.06
Incremento (%) - 26.26% 68.08% 26.61%
Ancho (um) 3097 +£8.53  3541+11.47 46.87+889 48.17+£11.27
Incremento (%) - 14.33% 32.38% 2.77%
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Figura 3. Comparacion significativa entre los pasajes iniciales de las CpCPa al pasaje 3
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Figura 4. Nivel de doblaje poblacional acumulado (CPDL) de las células primarias del corion de

placenta de alpaca (CpCPa)

El rapido crecimiento celular pudo deberse a
factores como la alta densidad de siembra y
a los pequefios residuos de tejido cultivados
como explantes, que coadyuvaron como an-
damiaje y condicionamiento para los consti-
tuyentes celulares, cuyas condiciones como
las sefiales biomecanicas y bioquimicas son
necesarias para la morfogénesis, diferencia-
cion y homeostasis (Hendijani, 2017).

En los resultados hallados, a partir del
pasaje 3, se muestra uniformidad celular fu-
siforme en las CpCPa. Este patrén de creci-
miento también se reporta en algunos estu-
dios de células animales (Seo et al., 2013;
Huang et al., 2015).

Existen muy pocos reportes respecto al
analisis morfométrico de células fusiformes,
siendo uno de ellos el de Maciel et al. (2014),
quién reporta que las células madre deriva-
das de médula 6sea, ademas de tener apa-
riencia fibroblastica, presentan incrementos
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morfométricos en condiciones de cultivo ba-
sico o estandar. Nissar ef al. (2018) reportan
la morfometria de células madre derivadas
de tejido adiposo felino, asi como ligeros in-
crementos en longitud y ancho celular. A di-
ferencia de las CpCPa analizadas de 20 cé-
lulas por cada pasaje, el incremento
morfométrico evidencia mayor incremento en
longitud y poco incremento en ancho celular.

Por otro lado, el rendimiento
proliferativo de las CpCPa evaluadas son
inferiores al rendimiento de las células madre
extrafetales de humano, porcino, bufalo,
equino, caprino y canino (Chen et al., 2011;
Dev et al., 2012; Seo et al., 2013; Somal et
al.,2016; Wuetal.,2018; Zhan et al.,2019),
entre ellas las células madre de equino que
muestran rendimiento superior constante
hasta el pasaje numero 14. Las CpCPa
analizadas no mantienen el mismo nivel
proliferativo en los primeros pasajes de
cultivo, al contrario, ocurre un descenso del
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nivel en los pasajes posteriores, por lo tanto
es indispensable a futuro la evaluacion de los
factores de acondicionamiento para las
células madre de alpaca, asi como del tejido
donde provienen las células (Rodrigues et al.,
2010; Kilberg et al.,2016; Kwon et al., 2017).

Si el peso promedio del corion de
placenta de alpaca es de 0.5 = 0.13 kg y la
placenta total de 0.8 + 0.19 kg (Meesters et
al., 2019), los resultados de este trabajo po-
drian pronosticar un mayor niimero de célu-
las nucleadas, dentro de las cuales se encuen-
tran las células madre, que segin algunos
autores pueden representar entre el 0.001 a
0.01% (Pittenger y Martin, 2004). Esto per-
mitiria iniciar el aislamiento de células madre
con un determinado peso de tejido placentario
para obtener una suficiente poblacion de es-
tas células para su futura caracterizacion y
expansion con fines terapéuticos.

CONCLUSION

Las caracteristicas de morfologia y
cinética de crecimiento de las células prima-
rias del corion de placenta de alpaca (CpCPa)
son similares a las de las células madre de
especies domésticas reportadas.
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