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CELULAS MADRE EN LA BIOINGENIERIA DE TEJIDOS
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Biologia de Tumores, Facultad de Ciencias, Universidad Central de Venezuela.
emerentes@gmail.com

La investigacion en células madre es un tema de gran actualidad debido a
las grandes expectativas que se han generado para su utilizacion en la
medicina del futuro, asi como también su aplicacién en la biologia del
desarrollo, creando modelos in vitro que permitan analizar diferentes
eventos que ocurren durante el desarrollo y que son dificiles de estudiar
en el embrién completo, tales como diferenciacién, interaccién, inducciéon
epitelio-mesénquima, entre otros. Asimismo, hoy en dia se busca obtener
células madre de diferentes fuentes para su uso en la reconstrucciéon de
neotejidos in vitro, un nuevo campo emergente denominado Bioingenieria de
Tejidos que tiene un enorme potencial médico y se presenta como un método
alternativo para la sustitucion de tejidos danados en el humano, ya que se
puede reconstruir tejidos y érganos in vitro a partir de células obtenidas del
mismo paciente, para esto se toma una pequena biopsia de tejido, se disgregan
las células y se cultivan para luego ser implantadas in vivo, luego de cierto
tiempo estas células contribuyen a la regeneracion el tejido danado. Se pueden
obtener equivalentes de tejidos a partir de estas células autdlogas, pero
también se han planteado otras alternativas para la obtencion de células y su
uso en la bioingenieria de tejidos, la utilizaciéon de células madre de origen
embrionario o de tejidos adultos, tales como el tejido adiposo (Zhang y col,
2020), las cuales pueden ser canalizadas a diferenciarse en un determinado
linaje celular dependiendo del microambiente in vitro.

Uno de los aspectos basicos en la bioingenieria es producir una gran
cantidad de células que mantenga su identidad histolégica similar al tejido
nativo, para esto se deben establecer los cultivos primarios en monocapas y
Iuego amplificar las poblaciones celulares a través de los subcultivos utilizando
diferentes factores en los medios nutritivos, asi como también se debe tener en
cuenta la densidad de siembra porque es importante la interaccién
célula-célula (Merentes, 2016). Ademas, otro elemento clave es el tipo de
sustrato que se utilice, un andamio donde las células puedan adherirse,
promoviendo asi la migracion, la proliferacién y diferenciacion celular que van a
permitir la formacién del nuevo tejido in vitro (Lan y col, 2020). El uso de
biomatrices en los cultivos celulares permite entonces ubicar las células
espacialmente y asi poder regular sus funciones, lo cual resulta importante en
la induccién de la expresion de un fenotipo en particular.

Uno de los mas antiguos biomateriales empleados como sustrato es la
membrana amniética humana. Recientemente se esta utilizando como matriz
tridimensional donde pueden crecer las células y diferenciarse para ser usadas
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en la medicina regenerativa, especificamente se ha utilizado en el tratamiento
de tejidos danados en pacientes con osteoartritis, vitiligo (Diaz-Prado y
col,2011; Redondo y col, 2011), asi como también como una nueva fuente de
obtencion de células madre epiteliales y mesenquimales (Fénelon y col, 2021).
La membrana amniética puede ser utilizada con su estructura integra, ya sea
con el epitelio amniético (MA intacta) o sin este (MA denudada). Para usarlo
como sustrato nativo es importante mantener las caracteristicas morfologicas y
fisiologicas cuando el estroma es criopreservada a bajas temperaturas.

En las ultimas décadas se han logrado grandes avances en la
implementacion de las técnicas de cultivo celular, con esta biotecnologia en
conjunto con el aporte de las técnicas de histologia, se han podido crear y
caracterizar modelos que permiten generar un mayor conocimiento en areas
basicas tales como la biologia del desarrollo y que en el futuro podrian servir
de gran utilidad para la comprension de los mecanismos de diferenciaciéon de
las células madre adultas y su aplicabilidad en la ingenieria de tejidos. En este
sentido las células de la linea germinal masculina son de gran interés ya que
podrian ser una fuente alternativa de células madre adultas. Estas células, las
espermatogonias, residen en los testiculos de los organismos en donde sufren
un proceso de proliferacion y diferenciaciéon estimulado y mediado por diversos
factores y por el nicho celular en donde se encuentran. Recientemente se ha
logrado un gran avance recapitulando la organogénesis in vitro de gonadas
fetales humana (Yuan y col, 2020).
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RESUMEN

Las aves pelagicas tienen registros ocasionales en Venezuela, pues generalmente se
encuentran fuera de la plataforma continental en aguas abiertas, alejadas de la costa. El
Petrel Ceniciento Calonectris diomedea es una de ellas, con escasos registros visuales en
el pais. En el presente trabajo reportamos la presencia de esta especie con base en la
captura de un individuo encontrado vivo, pero en malas condiciones fisicas sobre una
playa arenosa del Parque Nacional Morrocoy, en diciembre de 2021. Basados en las
caracteristicas de su plumaje y morfometria, y tras compararlas con las descripciones de
las dos subespecies (C. d. borealisy C. d. diomedea) concluimos que el ejemplar colectado
corresponde a una hembra de la subespecie C. d. borealis, confirmando asi la ocurrencia
definitiva de la especie en Venezuela.

Palabras clave: aves marinas, Calonectris, Caribe, Parque Nacional Morrocoy,
pelagicas.

First confirmed record of Cory’s Shearwater Calonectris
diomedea borealis in Venezuela

ABSTRACT

Pelagic birds have occasional records in Venezuela, as they generally occur outside the
continental shelf in open waters, far from the coast. The Cory’s Shearwater Calonectris
diomedea is one of them, with few visual records in the country. In this paper we
document the presence of this species based on the capture of an individual found alive,
but in poor physical condition on a sandy beach in the Morrocoy National Park, in
December 2021. Based on the characteristics of its plumage and morphometry, and after
comparing them with the descriptions of the two subspecies (C. d. borealis and C. d.
diomedea) we conclude that the collected individual corresponds to a female of the
subspecies C. d. borealis, thus confirming its definitive occurrence.

Keywords: Calonectris, Caribbean, Morrocoy National Park, pelagic, seabirds.
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INTRODUCCION

En Venezuela, las aves pelagicas son conocidas por registros puntuales
ocasionales en aguas abiertas alejados de la costa, sobre la plataforma
continental. Entre las especies pelagicas incluidas en la lista de las aves
de Venezuela (Miranda y col., 2021), hay siete especies de Procellariformes:
el Albatros Pico Fino Thalassarche chlororhynchos (Diomedeidae) y el
Petrel de las Tormentas Oceanites oceanicus (Oceanitidae), ambas
consideradas errantes; la Golondrina de Mar Hydrobates leucorhous
(Hydrobatidae) una especie migratoria boreal, y cuatro especies de
Procellaridae, el Petrel Cauicho Ardenna gravis, considerado errante; el
Petrel Garrapatero Puffinus lherminieri, la tinica especie residente; y dos
especies consideradas hipotéticas el Petrel Cabecinegro Pterodroma
hasitata y el Petrel Ceniciento Calonectris diomedea (Phelps y Meyer de
Schauensee, 1979, Ascanio y col., 2017).

Los miembros del género Calonectris son aves pelagicas que se
encuentran principalmente en latitudes templadas y subtropicales, y
anidan en islas (Bird, 1994, Howell, 2012). El mismo retine tres especies:
la Pardela Rayada C. leucomelas, restringida al Indo-Pacifico; el Petrel de
Cabo Verde C. edwardsii, una especie que se reproduce exclusivamente
en el archipiélago de Cabo Verde e inverna en el Atlantico sur; y el Petrel
Ceniciento, C. diomedea (del Hoyo y col, 2020). Para esta ultima, se
reconocen dos subespecies: C. d. diomedea y C. d. borealis (Clements,
2021), aunque algunos autores las tratan como especies separadas
(Howell, 2012, del Hoyo, 2020, Gill y col., 2022). La subespecie nominal C.
d. diomedea, anida en islas del mar Mediterraneo, desde la costa Ibérica
hasta el mar Adriatico y Egeo, mientras que C. d. borealis se reproduce en
el este del Atlantico, desde Galicia en el noroeste de Espafia y las islas
Berlengas, frente a Portugal, hasta el oeste de las Azores y al sur de las
islas Canarias y en las islas Madeira y Salvajes (del Hoyo y col., 2020).
Asimismo, C. d. diomedea inverna en el oeste Africa, en las aguas de las
corrientes de las Canarias y Benguela, mientras que C. d. borealis migra
entre seis grandes areas del Atlantico: la corriente de Benguela, la
corriente de Agulhas, el Atlantico sur central, la Corriente de Brasil, el
noroeste del Atlantico y la Corriente de las Canarias (Dias y col, 2011,
Reyes-Gonzalez y Gonzalez-Solis, 2011).

Su distribucién en la region Neotropical incluye el sureste del Caribe
(Bond, 1985) en Bahamas, Cuba, Antigua y Barbuda, Guadalupe,
Martinica y Barbados (Raffaele y col, 1998), con registros ocasionales
para Trinidad y Tobago (Kenefick y col, 2007, ffrench, 2012), Aruba,
Bonaire y Curazao (Luksenburg y Sangster, 2013), y al norte de
Sudamérica en el Atlantico occidental, en Surinam (Ottema y col., 2009),
Guyana Francesa (Tostain y col., 1992, Pusineri y col., 2022) y Guyana
(Snyder, 1966). En el Caribe occidental, su presencia se conoce por
reportes de individuos encontrados muertos. Ruiz-Guerra y
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Cifuentes-Sarmiento (2010) lo registran en la bahia de Cispata,
departamento de Cérdoba, Colombia; mientras que Solano-Ugalde y
Herrera (2005), en playa Tortuguero, El Limén, Costa Rica.

Aunque en Venezuela el Petrel Ceniciento posee registros visuales de
su presencia, no cuenta con evidencia fotografica o ejemplares en ningin
museo nacional. El primer reporte, fue realizado el 27 de diciembre de
1997, dos individuos observados al norte de la peninsula de Paria (10°59' N,
62°29' O) (Murphy, 2002); el segundo fue en diciembre de 1999, en una
laguneta temporal del litoral en la peninsula de Araya, estado Sucre
(10°39°00” N, 64°15’30” O), donde se encontré gran parte del esqueleto y la
piel de un individuo muerto (Marin y col., 2002). Adicionalmente, existen
dos reportes en el portal eBird (https://ebird.org), un registro de seis
individuos volando mar afuera el 13 de febrero de 1999 en Playa Macuto,
estado Vargas (10°3624,8” N, 66°53’35,3” O) (Beadle 1999) y otro de dos
individuos, aguas afuera, el 25 de junio de 2007 cerca de la isla de
Cubagua (10°52°04,4” N, 64°10’54,1” O) en el estado Nueva Esparta
(Froehlich, 2007). La ocurrencia de la subespecie C. d. borealis en
Venezuela es referida por Restall y col. (2006) con base en los reportes de
Marin y col. (2002). En este sentido, el presente trabajo da a conocer un
nuevo reporte del Petrel Ceniciento en Venezuela con evidencia fisica y
fotografica, confirmando definitivamente su presencia en el pais.
Adicionalmente, determinamos la subespecie y el sexo tras analizar sus
datos biométricos y el plumaje.

MATERIALES Y METODOS

Localidad. El ave se encontré en la linea de playa del area recreativa de Punta
Brava (10°47°45,29” N, 68°18°3,69” O), en el Parque Nacional Morrocoy, noreste
de Tucacas, en el estado Falcon. Esta zona se caracteriza por presentar lagunas
poco profundas influenciadas por las mareas y rodeadas de manglares e islas
cubiertas de mangle con extensas playas de arena (Lentino y Bruni 1994).

Material examinado. El1 7 de diciembre de 2021, a las 14:00 h, un individuo del
Petrel Ceniciento fue encontrado vivo, pero en pobre condicion fisica y muy débil
para volar (Figura 1A); el ave muri6 pocas horas después (16:26 h). El ejemplar
fue trasladado y depositado en el Museo de la Estacion Biologica de Rancho
Grande en El Limoén, estado Aragua, registrado con el ntimero de catalogo
MEBRG-13715 (Figura 1B).

Identificacion de la especie, subespecie y sexo. Para la identificacion de
la especie se reviso el ejemplar, comparando su plumaje con la descripciéon de
las dos subespecies C. d. diomedeay C. d. borealis dada por Bird (1994), del
Hoyo y col (2020), Howell (2012), en especial, el patron de coloraciéon de las
plumas primarias y sus coberteras (Gutiérrez 1998, Flood y Gutiérrez, 2021).
Asimismo, se tomaron las siguientes medidas: longitud total, tarso, ala,
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envergadura, cola, cabeza, pico (longitud del culmen, altura del pico, altura del
pico en las narinas, ancho del pico), asi como la peso, las cuales fueron
comparadas con la informacién de la literatura existente de esta especie
(Gémez y col,, 2006, 2009 y Howell, 2012).

Figura 1. (A) Individuo de Petrel Ceniciento Calonectris diomedea donde se aprecia la precaria
condicién de salud en el momento cuando fue encontrado en el Parque Nacional Morrocoy,
Falcon. (B) el individuo una vez preservado fue depositado en la coleccion de aves del Museo de
la Estacion Biologica de Rancho Grande (MEBRG), Aragua. Fotos: P. Urquiola (A) y S. Giner (B).

Debido a que el ejemplar no fue sexado durante la preparacion de la
piel y sus medidas corporales corresponden a un individuo inmaduro, se
aplic6 la férmula de Analisis de Funcion Discriminante para individuos
juveniles desarrollada por Karris y col. (2013) para C. diomedea:

D =0.003 W + 0.386 BL + 0.431 BW + 0.077 HL - 30.701
En que W es el peso, BL la longitud del pico, BW el ancho del pico y HL
la longitud de la cabeza, donde los valores de D > O identifican machos.
RESULTADOS Y DISCUSION
El ejemplar se identificé como el Petrel Ceniciento Calonectris diomedea
borealis. Este individuo se caracterizd por presentar la cabeza color pardo
grisdceo, mas oscuro en la frente y lores, pardo-marrén en la corona aclarando

ligeramente hacia la nuca; en el dorso, las coberteras y la rabadilla eran pardo
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oscuro con las plumas orilladas pardo claro, dando apariencia escamada;
coberteras supracaudales pardo claro, contrastando con las plumas de la cola
pardo-negruzco oscuras; coberteras de primarias, secundarias y terciarias
pardo, las terciarias orilladas de pardo claro; las primarias y secundarias pardo
negruzco; garganta, pecho y coberteras subcaudales blanco, vientre blanco con
jaspeado grisaceo en los flancos, coberteras subalares blancas, a excepcion de
las dos coberteras subalares primarias mas externas (CP9 y CP10), que
mostraron una marca grisacea en la porcién distal. Pico robusto, amarillo
palido, con la punta mas oscura y negruzco en la porcion media (Figura 24),
patas color carne, el iris pardo oscuro. Las medidas de tarso, ala, culmen, largo
total, envergadura y cola (Tabla 1) indican que el individuo se encuentra dentro
del intervalo reportado en la bibliografia para las hembras de C. d. borealis.
Esto es confirmado con los resultados obtenidos con el analisis discriminante
para juveniles de Karris y col (2013) el cual fue negativo (D=-2,311), indicando
que el ejemplar es una hembra.

La caracteristica diagnéstica que permite diferenciar a las subespecies
del Petrel Ceniciento es la coloracién de la parte inferior del ala, siendo la
punta del ala ancha y oscura, con la base de las primarias con poco o nada de
blanco en C. d. borealis, mientras que en C. d. diomedea las primarias
muestran una cufa blanca que se proyecta visiblemente hacia la punta oscura
del ala (Gutiérrez 1998, Howell, 2012, del Hoyo y col., 2020, Flood y Gutiérrez,
2021). De esta manera, en el ejemplar colectado encontramos que la
coloracion de las primarias era negro-grisaceo en casi toda su extension y
s6lo una pequefia cufa blanca en la base, que no se proyecta visiblemente
hacia la porcion distal de las primarias (Figura 2B y 2C). En este sentido,
la subespecie del individuo colectado corresponde a C. d. borealis. Este
hallazgo representa el primer registro confirmado para el Petrel Ceniciento
en Venezuela, con base a un ejemplar preservado para el pais.

Figura 2. (A) Vista lateral de la cabeza. (B) Vista del vientre y la décima primaria de ambas
alas. (C) Detalle de las coberteras primarias externas (CP) 9 y 10. (D) Vista dorsal de las
coberteras supracaudales y las rectrices. Fotos: M. Lentino.
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Tabla 1. Datos morfométricos de las subespecies Calonectris d. borealis y C. d. diomedea
obtenidos en la literatura cientifica, comparados con la informacién obtenida del ejemplar del
Petrel Ceniciento colectado en Falcon (MEBRG-13715). Longitud en milimetros; peso en gramos.

C. d. borealis C. d. diomedea MEBRG 13715

Tarso* Machos 58,70 £ 1,66 55,64 + 1,81

Hembras 56,49 £ 1,50 53,77 £ 1,90 57,4
Ala* Machos 371,04 £ 7,88 355,62 £ 7,73

Hembras 362,56 + 7,28 347,97 £ 8,70 2600
Largo cabeza/pico* Machos 115,89 £ 3,14 109,25 + 3,15

Hembras 110,10 £ 2,67 104,88 + 3,34 1033
Culmen* Machos 55,79 + 2,08 51,67 + 2,14

Hembras 52,61 £ 1,79 49,00 £ 2,43 =l
Alto de pico* Machos 21,49 £ 0,86 19,44 + 1,42

Hembras 19,42 £ 1,02 17,83+ 1,17 12,1
Alto de pico narinas* Machos 15,74 £ 0,85 14,16 + 0,96

Hembras 14,25 £ 0,76 12,89 + 0,89 2
Ancho de pico*** Machos - 13.1+0,93

Hembras - 12.3+1,03 9,2
Largo Total** - 480-560 440-490 480
Envergadura** - 1130-1240 1100-1210 1210
Peso** - 605-1060 544-738 340
Cola** - 121-144 117-135 137

*Gomez y col. (2009)

** Howell (2012)
** Karris y col. (2013)

La subespecie C. d. borealis ha sido reportada en diferentes zonas de la
costa norte de Suramérica, desde la costa Caribe de Colombia (Ruiz-Guerra y
Cifuentes-Sarmiento, 2010), en la Guyana francesa (Pusineri y col, 2022), y en
Trinidad y Tobago (Collins 1969, ffrench, 2012).

La mayoria de los registros del Petrel Ceniciento en la costa de
Venezuela han sido durante el periodo no reproductivo, en diciembre
(Marin y col., 2002, Murphy, 2002 y reporte actual), en febrero (Beadle,
1999), solo uno durante el periodo reproductivo, en junio (Froehlich, 2007,
Figura 3). En el norte de Surameérica existen registros durante el periodo de
reproducciéon, en mayo, en Colombia (Ruiz-Guerra y Cifuentes-Sarmiento,
2010), entre mayo y julio en Surinam (de Boer y col, 2014), con abundancias
maximas en junio (Willems y col., 2017) y en Brasil entre abril y junio
(Cardoso de Sousa y col., 2005). Mientras que en la Guyana Francesa los
registros son practicamente todo el afo, entre marzo y septiembre, y en
enero (Pusineri y col, 2022) y entre octubre y noviembre (Martinez y col.,
2019). Estos registros muestran la presencia de individuos tanto en la
temporada migratoria como de reproduccién, lo cual puede indicar que
son individuos inmaduros todavia en proceso de aprendizaje a través de
un comportamiento exploratorio. El desarrollo de una estrategia
migratoria es un proceso prolongado, complejo y dinamico, mediado por la
edad y la experiencia, como ha sido sehalado en estudios sobre la
estrategia migratoria en individuos inmaduros (Perén y Gremillet, 2013,
Campioni y col., 2019, Ramos y col., 2019).
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Figura 3. Mapa con los registros conocidos del Petrel Ceniciento Calonectris diomedea en la
costa norte de Suramérica y Caribe sur. El circulo rojo indica la localidad donde se colect6 el
individuo del presente trabajo.

Por otra parte, la mayoria de los reportes en las Guayanas son costa
afuera, en el océano Atlantico occidental, que forma parte de las
principales areas de migracion sehaladas para la especie (Howell, 2012,
del Hoyo y col., 2020, Pusineri y col., 2022). Mientras que los registros en
el mar Caribe, en Costa Rica (Solano-Ugalde y Herrera, 2005; Obando
Calderon y col.,, 2007), Colombia (Ruiz-Guerra y Cifuentes-Sarmiento,
2010), Venezuela (Marin y col.,, 2002 y reporte actual), Aruba, Bonaire
(reportes histéricos eBird) y en Trinidad y Tobago (Collins, 1969) son, a
excepcion de los registros en Panama (Ridgely y Gwynne, 1989; Campos y
col., 2023; Ponce y col.,, 2023), de individuos muertos o exhaustos que
llegan a la costa, donde posteriormente mueren. Se ha sugerido que la
presencia de esta especie en zonas costeras al sur del mar Caribe, alejadas
de sus areas de migracién, se deba mas a condiciones climaticas adversas
que arrastren a las aves jovenes o enfermas a estas costas (Solano-Ugalde
y Herrera, 2005; Ruiz-Guerra y Cifuentes-Sarmiento, 2010), como es el
caso del registro de este individuo joven en la costa de Falcén.

La escasez de registros de C. diomedea en la region Neotropical
responde a los habitos pelagicos de esta especie, por lo cual su
distribucién es poco conocida en esta region. Por otra parte, ambas
subespecies C. d. diomedeay C. d. borealis son fuertemente migratorias y
presentan una gran flexibilidad en el calendario anual, escalas y destinos
de invernada (Dias y col., 2011). Este trabajo representa el primer registro
confirmado, con evidencia fisica y fotografica, de esta especie en la costa
de Venezuela; mas registros permitiran determinar si existe algin patrén
en la ocurrencia de esta especie en las costas del pais o si efectivamente se
trata de individuos errantes que terminan siendo arrastrados a la costa
por eventos climaticos.
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RESUMEN

Mauritia flexuosa (moriche) es la especie mas importante del bosque riberefio de la
cuenca alta del rio Tigre (Anzoategui, Venezuela). Se evalué entre mayo-2000 y
mayo-2001 la estructura poblacional del moriche a lo largo del rio en ocho parcelas
de 0,1 ha cada una, donde se midieron los diametros a la altura del pecho (DAP) y se
contaron los individuos adultos, los jovenes y pre-adultos. Las densidades de
plantulas nacidas o vivas (PV) y muertas (PM) se determinaron marcandolas en cada
muestreo con cintas coloreadas para diferenciar cohortes. El 59,4% de los adultos
fueron de la clase DAP: 32-48 cm. Las poblaciones de M. flexuosa se caracterizaron
basicamente por la presencia de adultos y plantulas, con pocos individuos juveniles
y pre-adultos. La mortalidad de plantulas del moriche no varié entre los meses de
muestreo, pero, tiende a ser mayor durante la sequia. En general, el porcentaje de
PM respecto a las PV fue de 48%. Las curvas de supervivencia de las plantulas de
acuerdo a los modelos predichos (Tipos: I, II, III) variaron entre las estaciones de
muestreo, de alli que, al tener distintas estrategias de supervivencia, presenta mayor
potencial de respuestas ante cualquier cambio ambiental. A través del rio, la
distribucion de especies vegetales y complejidad estructural esta influenciada por
una combinacion de factores bidticos, abidticos y perturbaciones antrépicas, de
modo que se configura un mosaico de comunidades, lo que se refleja en que no haya
un patrén unico en la disposicién de las clases de tamano y edades, densidad de
plantulas vivas y muertas y curvas de supervivencia, que determinan la estructura
poblacional del moriche en cualquier posicién a lo largo del rio.

Palabras clave: Mauritia flexuosa, plantulas, sobrevivencia, mortalidad.

Population structure of Mauritia flexuosa in the upper
basin of the Tigre River (Anzoategui, Venezuela)

ABSTRACT

Mauritia flexuosa (Moriche) is the most important species in the riparian forest of the
upper Tigre river basin (Anzoategui, Venezuela). The population structure of moriche
along the river was evaluated between May-2000 and May-2001 in eight plots of 0.1
ha each, where diameters at breast height (DBH) were measured and adult, juvenile
and pre-adult individuals were counted. The densities of born or alive (LS) and dead
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(DS)seedlings were determined by marking them in each sampling with colored
tapes to differentiate cohorts. Of the adults, 59.4% were in the 32-48 cm DBH class.
The populations of M. flexuosa were basically characterized by the presence of adults
and seedlings, with few juveniles and pre-adults. Moriche seedling mortality did not
vary between sampling months, but tended to be higher during drought. Overall, the
percentage of (DS) with respect to LS was 48%. The fit of the seedling survival curves
to the predicted models (Types: I, II, III) varied among sampling stations, hence,
having different survival strategies, it presents greater potential for responses to any
environmental change. Throughout the river, the distribution of plant species and
structural complexity is influenced by a combination of biotic and abiotic factors
and anthropogenic disturbances, so that a mosaic of communities is configured,
which is reflected in the fact that there is no single pattern in the arrangement of size
and age classes, density of live and dead seedlings and survival curves, which
determine the population structure of Moriche at any position along the river.

Keywords: Mauritia flexuosa, seedlings, survival, mortality.

INTRODUCCION

Las caracteristicas de las poblaciones de plantas pueden ser de tipo
estructural, que incluyen: abundancia, densidad, biomasa total,
proporcion de edades o clases diamétricas, proporciéon de sexos y
distribucién espacial: al azar, agregada y regular (Morlans, 2001; Busch,
2017); o que involucren aspectos dinamicos que determinan los procesos
poblacionales, entre las que destacan: crecimiento poblacional, cambios en
la distribuciébn de edades, mortalidad, natalidad, dispersion y
supervivencia (Krebs, 1978; Begon y col, 2006). La demografia es la base
para entender la dinamica de las poblaciones y las historias de vida de las
especies, que determina la respuesta de los organismos a la variacién
ambiental, la cual depende de: longevidad, tiempo de generacion,
dispersiéon demografica, incluyendo combinaciones de las anteriores y
muchos otros factores (Halley y col.,, 2018), ya que las estudia en lo
referente a natalidad, mortalidad, movimientos migratorios, edad y sexo,
entre otros (Godinez-Alvarez y col., 2008). Estos atributos se pueden medir
para comparar diferentes poblaciones o una misma poblaciéon en diferentes
tiempos y espacios (Odum, 1993; Godinez-Alvarez y col. 2008;
Zamora-Abrego y col., 2016; Escamillo y Bustos, 2017). Las tablas de vida
y las curvas de supervivencia son herramientas importantes para la
evaluacion de la dinamica poblacional, ya que muestran los numeros
reales de individuos sobrevivientes, muertes y tendencias de supervivencia
para todas las clases de edad en la poblacién (Rauschert, 2010; Halley y col.
2018; Zhang y col., 2020). La supervivencia de las plantas es un factor
clave en la dinamica forestal. Las probabilidades de supervivencia a
menudo varian segun las etapas de la vida, y en el caso de los arboles, son
importantes para los silvicultores, conservacionistas, los planificadores
urbanos, asi como para los bidlogos que buscan entender la muerte como
un proceso ecolégico (Moustakas y Evans, 2015).
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Mauritia flexuosa L. f. (Familia Arecaceae, Subfamilia Calamoideae) es
una palma dioica, que se encuentra en ambientes amplios y heterogéneos,
casi siempre boscosos (Bataglion y col., 2019; van der Hoek y col., 2019),
distribuida en la mayor parte del norte de Sudamérica (Trujillo-Gonzalez y
col.,, 2011), especificamente en las cuencas del Orinoco y del Amazonas
(Gonzalez-B., 2016). El ecosistema dominado por Mauritia flexuosa a
menudo se considera un recurso vegetal clave en la mayoria de su area de
distribuciéon (van der Hoek y col, 2019), por los multiples servicios
ecosistémicos que brinda, los cuales han sido reseiados por
Pena-Colmenarez y Gordon-Colon (2019), por lo que debe considerarse
una especie prioritaria en la conservacién y en los planes de manejo
sustentable a través del Neotrépico (Virapongse y col., 2017; van der Hoek
y col., 2019). Penia-Colmenarez y Gordon-Colén (2022) mostraron datos
sobre fenologia y proporcién de sexos. En cuanto a las poblaciones se han
realizado investigaciones sobre demografia del moriche (Ponce, 2000;
Novoa, 2010; Zamora-Abrego y col., 2016; Isaza y col., 2017; Alvarado y col.,
2020), patrones de caida de frutos y fauna involucrada en los procesos de
dispersion y remocién de semillas (Ponce 2002; Mendieta-Aguilar y col.,
2015; Acevedo-Quintero y Zamora-Abrego, 2016), germinacién (Ponce y
col., 1999; Johansson, 2009; Hernandez-Valencia y col, 2017),
establecimiento y mortalidad de plantulas (Ponce y col., 1996; Ponce y col.,
1999), estructura poblacional y parametros de aprovechamiento para la
hoja (Escamilla y Bustos, 2018), entre otros.

En este trabajo se presentan resultados sobre Mauritia flexuosa
referidos a densidad de adultos, juveniles, pre-adultos y plantulas, junto
con su dinamica a lo largo de la cuenca alta del rio Tigre (Anzoategui,
Venezuela). Se muestran aspectos clave para determinar sus estados
poblacionales y potencialidad de regeneracion, con lo cual se pretende
contribuir no sélo con el conocimiento de la dinamica de las poblaciones de
esta especie, sino también a sentar las bases para emprender acciones que
faciliten la conservacién y manejo sostenible de dicho ecosistema. Esto es
relevante sobre todo por la dependencia de grupos humanos del moriche,
con lo cual la determinaciéon de algunos parametros demograficos de las
poblaciones de esta especie y su capacidad de regeneraciéon contribuiria a
garantizar el aprovechamiento de los recursos naturales, de una especie
considerada vulnerable (V) (Llamozas y col., 2003), principalmente por el
uso intensivo por los pobladores, la destruccién de su habitat por
actividades agricolas, ganaderas y petroleras, el desvio de los cursos de
agua, entre otros.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. El rio Tigre se encuentra en la altiplanicie de los
Llanos orientales, entre los Municipios Simé6n Rodriguez, Guanipa, Freitas
e Independencia. Desde su nacimiento en la Mesa de Guanipa, recorre 304
km y desemboca en el rio Morichal Largo, 10 km antes de la entrada al
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cano Manamo. En los primeros kilometros recibe la descarga del rio
Guarangueara; posteriormente sus afluentes principales en la margen
izquierda son el Aisme y el Oritupano, que a su vez recibe el Chive y el Nato
y en la margen derecha al Areo (MARNR-PDVSA, 1987). La zona de estudio
corresponde a la “cuenca alta del rio Tigre”, la cual atraviesa las poblaciones de
Cantaura, El Tigre y El Tigrito y cuyas coordenadas UTM son 979.000m -
990.000m de latitud norte y 360.000m — 400.000m de longitud oeste (Figura 1);
en dicha figura se muestra la ubicacién de las ocho estaciones de muestreo
en las localidades que se mencionan a continuacion: (I) Fundo Valle del
Nilo, (II) Granja Puig (III) Paso La Linea, (IV) Escuela Granja El Vasquero, (V)
Fundo El Valle, (VI) Fundo El Rosal, (VII) Fundo Las Rosas, y (VIII) Buena
Vista, cuyas coordenadas fueron referidas por Pena-Colmenarez y
Gordon-Colén (2019), asi como aspectos generales sobre geologia, suelos y
vegetacion del area de estudio, y las distintas actividades antrépicas que se
desarrollan en cada sitio de muestreo.

En la zona de estudio, se encuentra una vegetacioén forestal tipo Palmar
de Pantano (“Palm swamp”), dominada asi por M. flexuosa, seguida de
Virola surinameses, Calophyllum brasiliense e Inga vera (Pefia-Colmenarez
y Gordon-Colén, 2019). Dependiendo de la localidad, la vegetacion varia desde
un morichal abierto (MA), morichal cerrado (MC), transicional (T) entre un
morichal cerrado (MC) y bosque siempre verde de pantano estacionalmente
inundado (BSVPEI) y un BSVP propiamente dicho (Tabla 1).
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estado Anzoategui, Venezuela). Los puntos rojos muestran la ubicacion

de las ocho estaciones de muestreo.
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Tabla 1. Niveles de perturbaciéon antrépica y tipo de vegetaciéon en cada una de las estaciones de
muestreo en la cuenca alta del rio Tigre (Anzoategui, Venezuela). MA: Morichal abierto; MC:
morichal cerrado; T MC-BSVEIL transicion (T) entre un MC y un bosque siempre verde
estacionalmente inundado (BSVEI) (Tomado de: Pefia-Colmenarez y Gordon-Colén, 2019).

Eatacionlee 1 I I v v vI vt v
muestreo
Nivel de Perturbacién
Leve X
Moderada b3 X
Fuerte X X X X X
Tipo de T MC- T MC-
Vegetacién MA BSVEI BSVEI MC BSVEI BSVEI BSVEI MA

Métodos. A lo largo de la cuenca alta del rio Tigre se llevaron a cabo
siete salidas de campo, desde mayo del 2000 hasta mayo del 2001, cada
dos meses, de tal forma que se tuvieron registros de la temporada de
lluvias (julio, septiembre y noviembre de 2000), seca (enero y marzo de
2001) y periodos transicionales (mayo de 2000 y de 2001). Para conocer la
dinamica de establecimiento de plantulas y la estructura etaria del
elemento principal de la comunidad, se consideraron los estados plantula,
adulto (individuo que ha desarrollado al menos un evento reproductivo),
juvenil (individuos de una altura mayor a 1,00 m, sin un tronco definido) y
pre-adulto (aquellos que presentan un tronco definido y atin no han
desarrollado el primer evento reproductivo). El componente adulto de M.
flexuosa se midi6 en el primer muestreo, mientras que los aspectos sobre la
dinamica de las plantulas, juveniles y pre-adultos se siguieron a lo largo de
todo el lapso de muestreo.

En el tramo comprendido entre el sector Puente Piedra hasta el sector
Buena Vista, que cubre una distancia aproximada sobre el rio de 37,67 km
(Figura 1), se ubicaron las ocho estaciones de muestreo, donde en cada
una se estableci6 una parcela de 0,1 ha (50 m x 20 m), especificamente
sobre el banco a orillas del rio (Figura 2). En cuanto a los individuos
adultos de moriche dentro de cada parcela se contaron todos aquellos con
altura > 2 m, a los cuales se les estim6 la altura y se les midi6 el diametro
de los troncos o tallos a la altura del pecho (1,30 m) (DAP).

La fase plantula puede definirse como el periodo comprendido entre la
emergencia de la radicula y el completo agotamiento de las reservas de la
semilla (Ponce y col., 1996); no obstante, en este estudio se consideré como
plantulas de M. flexuosa aquellos individuos desde una primera hoja hasta
1,00 m de alto, que no presentaban un tronco definido, ni mas de cinco
hojas. Una plantula se considera plenamente establecida cuando se hace
efectivamente independiente de sus reservas como semilla, aun cuando las
reservas de la semilla no sean completamente utilizadas (Fenner, 1985).
Ponce y col. (2000) sugieren que esta fase dura entre 5 y 8 meses
dependiendo de las condiciones de irradianza.
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parcela

subparcela

Figura 2. Esquema de ubicacién de las parcelas y subparcelas en el banco del rio.

El componente de plantulas de M. flexuosa, considerado como aquellos
individuos de altura < 1 m, se registré en 10 subparcelas ubicadas al azary
permanentes de 1m? (1 m x 1 m) por cada estaciéon de muestreo (Figura 2).
Las plantulas se marcaron con cintas plasticas de diferentes colores en cada
periodo de muestreo, para separar cohortes y determinar la densidad,
mortalidad y sobrevivencia de las plantulas. Los individuos en fase pre-adulto y
juveniles del moriche se siguieron en parcelas de 4m? (2 m x 2 m), igualmente
permanentes durante todo el lapso de muestreo y situadas al azar.

Se aplicé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (Hammer,
1999-2015a) para determinar si habia diferencias significativas en las
densidades de plantulas nacidas y muertas respecto a las estaciones y
periodos de muestreo. Asimismo, se relacion6 la densidad de adultos,
juveniles, pre-adultos, plantulas nacidas y muertas a través del coeficiente
de correlacion de Spearman rs. El procesamiento de los datos se hizo a
través del paquete estadistico PAST Ver. 3.10 (Hammer, 1999-2015b).

Se presentan los resultados de densidad de acuerdo a la estructura de
tamanos definidos con base al diametro a la altura de 1,30 m (DAP), y la
altura de los individuos (m). Asimismo, se muestra lo referente a los
individuos en fase adulto, pre-adulto y juvenil. La densidad de plantulas
nacidas o vivas (PV) y muertas (PM) se muestran respecto a los meses y
estaciones de muestreo; igualmente, se exhiben las curvas de
supervivencia de las plantulas de la primera cohorte en cada de estacion de
muestreo, puesto que fueron las plantulas que se registraron durante todo
el lapso de muestreo. Con las otras cohortes fue posible estimar la
densidad total de plantulas nacidas y muertas por estacién y lapso de
muestreo. Las curvas de sobrevivencia para la primera cohorte en cada
estacion de muestreo se hicieron a partir de una tabla de vida, que se
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muestran en el Anexo 1. Si bien, el registro de la mortalidad de las
plantulas puede considerarse relativamente corto y en consecuencia los
estimados de supervivencia (en este caso un afo), como para hacer
predicciones de las tendencias a futuro, la primera etapa de vida de una
planta es critica para el mantenimiento de la especie a largo plazo
(Zamora-Abrego y col., 2016), sobre todo cuanto los arboles suelen tener
una vida extremadamente larga (Moustakas y Evans, 2015).

RESULTADOS

Estructura poblacional. La Figura 3a muestra la altura promedio de M.
flexuosa a lo largo de las ocho estaciones de muestreo, la cual varia entre
8,7 m en la estacion IIl hasta 15,6 m en la estacion VII, con una media de
11,98+1,99 m. En la Figura 3b, se observan los cambios en el nimero de
individuos/0,1ha respecto a la estructura de tamafos expresadas en
diametro a la altura del pecho en cm (DAP) a lo largo del rio, donde el 59,4%
del total de individuos se corresponde con la clase de DAP de 32-48 cm,
que mayormente esta representada en la estacion II; luego le siguen con su
presencia en todas las estaciones, la clase de DAP de 16-31cm, con la
mayor densidad en la estacién VI, y le sigue la estacion II. La clase <16 cm
solo se hallé la estacion V con densidad muy baja (4ind /0,1ha), mientras
que la de DAP >48 cm se encontré en las estaciones I, III y IV, con
densidades entre uno, tres y ocho ind /0,1 ha, respectivamente. En cuanto
al numero de clases por estaciéon, la Figura 3b denota que en cuatro
estaciones: I, III, IV y V estuvieron presentes tres clases de tamanos,
mientras que en el resto estuvieron dos clases por estacién.

Altura(m)

I ] 1] v v Vi Vit vl

N° Individuos/0,1ha
@

o o

| ] L] Y v Vi vl Vil

Estaciones de muestreo
W <16 W 16-31,84 W 32,17-48 m>48

Figura 3. (a) Altura (m) y (b) estructura de tamanos con base al diametro (cm) a la altura del
pecho de Mauritia flexuosa a lo largo de la cuenca alta del rio Tigre.
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En la cuenca alta del rio Tigre, la densidad de individuos adultos
varié (A) entre 19 y 43 ind/0,lha dependiendo de la estacién de
muestreo (Figura 4), y en consecuencia del tipo de vegetacién presente
en cada una de ellas (Tabla 1). Asi, la mayor abundancia de adultos se
encontré en la transiciéon entre morichal cerrado (MC) y un bosque
siempre verde estacionalmente inundado (BSVEI) (estaciones II y III)
con promedio de 33 ind/0,1ha; en tanto que en el morichal abierto (MA)
(estaciones I y VIII), el nimero promedio de individuos fue de 24
ind/0,1lha; en el MC (estacion IV), la densidad de adultos fue de 27
ind/0,1ha; por su parte en el BSVEI (estaciones V, VI, y VII), la
abundancia promedio fue de 28 ind/0,1ha. En cuanto a la estructura de
edades de la palma moriche a lo largo de la cuenca alta del Rio Tigre, el
numero de individuos juveniles (J) y pre-adultos (P-A) por hectarea es
mucho menor que la de los de adultos (A) (Figura 4). La presencia de
juveniles (J) es casi nula a lo largo de las estaciones de muestreo, con un
total de 10 juveniles/0,1ha, hallandose solo en las estaciones IV y VIII. Por
su parte, los pre-adultos (P-A), con densidades bajas entre 1 y 12
ind/0,1ha, para un total de 35 P-A/0O,1ha en todas las estaciones, sin
embargo, estuvieron ausentes solo en la estacién VII. Es de hacer notar
que la densidad de pre-adultos tiende a aumentar aguas abajo, con
excepcion de la estacion VII (Figura 4). La suma total de adultos,
pre-adultos y juveniles entre todas las estaciones fue de 269 ind/0,1lha,
con una media de 33,63+8,45 ind /0, 1ha, cuyos porcentajes representados
en la Figura 5, denotan que el valor mayor se obtuvo en la estacion II (44
ind/ha; 16% del total) y el menor en la estacién VII (19 ind/0,1lha, 7%).
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Figura 4. Densidad (ind/0,1ha) de adultos (A), pre-adultos (P-A) juveniles (J) de Mauritia
flexuosa a lo largo de las estaciones de muestreo en la cuenca alta del rio Tigre
(Anzoategui, Venezuela).

En total se registraron 1992/0,1ha plantulas vivas o nacidas (PV), con
una media de 249,00+350,58/0,1ha PV. La Figura 6 muestra la variaciéon
de la densidad de plantulas nacidas o vivas (PV) en las estaciones de
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muestreo, con el 55% concentrandose en la estacion II. Después de la
estacion II, le siguen en densidades las estaciones V y III, con valores de
261y 216/0,1ha PV, respectivamente. El menor naimero de PV se encontré
en las estaciones I, VI y VII, con valores entre 41 y 55 ind. /ha. Dado que
en la estaciéon II las densidades PV y PM respecto al total de plantulas
fueron muy superiores en el orden de 55% y 66%, respectivamente, se
decidi6é comparar el nimero de plantulas con o sin esa estacion, a objeto de
determinar si en las otras habia diferencias estadisticas. Comparando
las densidades de los adultos, pre-adultos, juveniles y plantulas vivas
entre las estaciones de muestreo mediante la prueba de Kruskal-Wallis dio
diferencias significativas, con y sin la estacion II (H=35,96, p<0,0003;
H=31,45, p< 0,0002, respectivamente).

Figura 5. Porcentaje respecto a la suma total de individuos/0,1ha (adultos, juveniles y
pre-adultos) por estaciéon de muestreo en la cuenca alta del rio Tigre (Anzoategui, Venezuela).
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Figura 6. Densidad (ind/0,1ha) total de plantulas de Mauritia flexuosa por estaciones de
muestreo en la cuenca alta del rio Tigre (Anzoategui, Venezuela).
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Dinamica de plantulas. Los cambios de la densidad total de plantulas
nacidas o vivas de (PV) de M. flexuosa en la cuenca alta del Rio Tigre,
respecto a las estaciones de muestreo y en el tiempo (meses) se observan en
la Figura 7. La densidad mas alta de plantulas se hall6 en la estacion II, en
la en donde el valor mayor fue en el mes de enero-Ol1 (sequia) con
400/0,1ha de PV, y el menor en la temporada de lluvias (julio, septiembre,
noviembre 2000), con promedio de 97/0,1ha de PV. El menor ntmero de
PV fue en la estacion VI, en la cual la mas alta densidad fue en el mes de
noviembre-2000. A la estacion VI, le sigue en densidades totales <100
plantulas/0,1ha las estaciones I y VII, ambas con valores mas altos en el
mes de enero 2001. En general, la mayor cantidad de PV se determiné en
los meses de sequia (enero y marzo 2001), para un total de 695
plantulas/0,1ha, media: 459+177,48 plantulas/0,1ha. En la temporada de
lluvia (julio, septiembre, noviembre 2000), la densidad total de plantulas
nacidas o vivas (PV) fue 695/0,1ha, con media: 213+10,79/0,1ha. En los
meses transicionales sequia-lluvia (mayo-2000 y mayo-2001) el nimero
total de PV fue 437/0,1ha, con media: 219+61,52/0,1ha. Ahora bien, si se
obvia la estacion II, el total de plantulas vivas y nacidas fue de 898 /0,1ha,
cuyo pico de densidad de plantulas sigue siendo en enero-2001, pero la
densidad total para la temporada de lluvias resulté ligeramente mayor (347
/0,1ha) respecto a la de sequia (315/0,1ha) y en los meses transicionales
la densidad total fue de 60 /0,1ha.

700
600 —
E 500 - |
<
& 400 n
@
g 300 - Y
5 200 v
=3
> 100J Vi
e b b b by g ] =

My-00 J-00 S-00 N-00 E-01 NMO01 NMy-01 VI
Meses de muestreo — Total PV

Figura 7. Numero de plantulas nacidas o vivas (PV) respecto a las estaciones y meses de
muestreo en la cuenca alta del rio Tigre (Anzoategui, Venezuela). Mayo 2000 (My-00); julio 2000

(J-00); septiembre 2000 (S-00); noviembre 2000 (N-00); enero 2001(E-01);
marzo 2001 (M-01) y mayo 2001 (M-01).
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La prueba de Kruskal-Wallis mostré que la densidad de plantulas no difiere
significativamente entre los meses de muestreo (H= 2,68; p<0,89), ni entre
temporadas del afio; en tanto que entre estaciones de muestreo si difieren
significativamente (H=37,98, p<0,0003). La prueba de Kruskal-Wallis sin la
estacion II, igualmente evidencié que no hay diferencias significativas entre los
meses de muestreo (H=98, p<0,81), mientras que entre estaciones de muestreo
la prueba resulté significativa (H=26,44, p<0,0002). Asi, la prueba a posteriori
de Mann-Whitney indicé que la densidad de la estacion I no difiere de las
estaciones VI (p<0,24), VII (p<0,15) y VIII (p<0,09). La estacion III difiere de la VI
(p<0,002), de 1a VII (p<0,002) y de la VIII (p<0,05); 1a estacion IV difiere dela Vy
VI (p<0,05 y p<0,02, respectivamente). Por su parte, la estacion V difiere de la VI
(p<0,002), VII (p<0,002) y VIII (p<0,03). La estacion VI no difiere ni de la VII
(p<0,06), ni del VIII (p<0,20).

Mortalidad de plantulas y curvas de supervivencia. La Figura 8
muestra las variaciones en la densidad de plantulas muertas (PM) respecto
a las estaciones y meses de muestreo. Al igual que las plantulas nacidas o
vivas (PV), la mas alta densidad total de plantulas muertas fue en la
estacion II, que representé el 66% del total de PM (631/0,1ha; media:
105101 /0,1ha), con la mortalidad mas elevada en el mes de marzo-2001
(temporada de sequia). La menor densidad de PM se encontr6 en la estacion
VII. En general la densidad total de PM en la temporada de lluvias (julio,
septiembre, noviembre-2000) fue de 314 PM/0,1lha, con media: 105+67,25;
mientras que en la de sequia fue de 421 /0,1ha, con media: 211+227 PM/0, 1ha.
Para todo el periodo de muestreo, el total de plantulas muertas fue de 949
/0,1ha, que en términos del porcentaje respecto al total de plantulas nacidas o
vivas (PV) representé el 48%. Al igual que con las PV, al obviar la estacién II,
resulté que la mayor densidad de PM se obtuvo en el mes de marzo-2001; la
densidad total de PM sin la estacion II por temporada, tiende a ser mayor en la
época de sequia (115 /0,1ha) respecto a la lluvia (99/0,1ha), para un total en
todo el periodo de 318/0,1ha. El namero de PV y PM, después de la estacion II,
tiende a disminuir aguas abajo (Figuras 7 y 8).
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Figura 8. Numero de plantulas muertas (PM) en los meses y estaciones de muestreo en la
cuenca alta del rio Tigre (Anzoategui, Venezuela). Julio 2000 (J-00); septiembre 2000 (S-00);
noviembre 2000 (N-00); enero 2001(E-01); marzo 2001 (M-01) y mayo 2001 (M-01).
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La prueba de Kruskal-Wallis entre los meses de muestreo no mostro
diferencias significativas (H=4,79, p<0, 44), al repetirla sin la estacion II,
igualmente resulté no significativa entre los meses de muestreo (H=5,32,
p<0,38). Por su parte, la prueba de Kruskal-Wallis de la densidad de
plantulas muertas entre estaciones de muestreo mostr6é diferencias
significativas (H=19,28, p<0,007), y de acuerdo a la prueba a posteriori de
Mann-Whitney, solo la estacién II, como era de esperar, difiri6 del resto de
las estaciones (p<0,005), las cuales no difirieron entre si (H=7,82, p<0,25).

El coeficiente de correlaciéon de Spearman (sin la estacion II), no mostro
correlacion entre la densidad total de las plantulas muertas (PM) con la
densidad de la plantulas nacidas o vivas (PV), asi como con la de los
adultos (A), juveniles (J) y pre-adultos (P-A) por estaciéon de muestreo. Al
incluir todas las estaciones de muestreo, la densidad de PM se correlaciono
con la de los adultos (rs=0,69, p<0,05).

La Figura 9 muestra la alta variabilidad en cuanto la sobrevivencia de
las plantulas de M. flexuosa, y present6 en tres tipos de curvas
dependiendo de la estacién de muestreo. Asi en las estaciones II, III, VIy V
(Figura 9a), se observa la curva tipica J invertido, esto es alta pérdida de
individuos en las primeras etapas de vida, seguido de un periodo de mucho
menos perdidas y relativamente constante. Por su parte, en la estacion IV
(Figura 9b), en los primeros tres 3 a 4 meses la supervivencia se mantiene
constante y luego cae abruptamente, esto es, pocas pérdidas al principio en las
primeras etapas de vida y después alta mortalidad en la medida que se hacen
mas viejos. En las estaciones VII y VIII las curvas de supervivencia tienden a
una linea recta (con un R2de 0,82 y 0,90 respectivamente), lo cual sugiere una
mortalidad constante independientemente de la edad (Figura 9c).

DISCUSION

Estructura de tamamnos. La dinamica y los cambios en la estructura
poblacional de las plantas son el resultado de sus caracteristicas biologicas y de
la interaccién con el ambiente (Grubb, 1977). Las historias de vida de las
plantas estan formadas por influencias abiéticas y bidticas del ambiente
(Olliff-Yang, 2019). La presencia de una poblacién de plantas en un punto dado
del espacio y en el tiempo es consecuencia de una cadena de eventos pasados.
Una vez que una poblacion de arboles de determinada edad se establece, es
dificil para una nueva clase de edad entrar al dosel, hasta que los individuos
establecidos mueran por distintos factores abiéticos y biéticos, incluyendo las
enfermedades o vejez (Harper, 1977).

Respecto a la estructura de tamanos con base en el diametro a la altura
del pecho (DAP), de los cuales el 59,4% del total de individuos adultos se
corresponde con la clase 32-48 cm, con pocos individuos en las clases
16<cm y >48cm; aunque esta ultima se hall6 en tres estaciones y la
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primera en una sola. En este sentido, Freitas y col (2020), en la cuenca alta del
rio Putumayo (frontera Pert-Colombia), hallaron una distribucion de clases
diamétricas para M. flexuosa en forma de campana, donde en un bosque de
morichal denso la clase con mayor densidad de individuos fue la de DAP entre
31-40 cm, con muy pocos individuos en las clases 10-20 y 41-50, mientras que
en un morichal mixto la clase con mayor densidad fue la de 21-30 cm. Freitas y
col. (2020) explicaron que este comportamiento se puede atribuir al limitado
crecimiento lateral de las palmeras, cuyos individuos jovenes tienen un tallo no
ramificado (estipite grueso) que se mantiene hasta a su madurez, de modo que
muchos individuos se concentran en la categoria de 30-40 cm de diametro, lo
cual coincide con lo hallado en este caso, con valores, como se mencion6 antes,
en el intervalo 32-48 cm, con predominancia en la estacion II. En la estaciéon V,
que se caracterizd por una vegetacion tipo BSVEI y una leve perturbacion
ambiental (Tabla 1) estuvieron casi todas las clases de DAP.
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Figura 9. Curvas de supervivencia Ix de plantulas de Mauritia flexuosa, en: a) estaciones II, III,
IV, VI b) estacioén IV, y c) estaciones VII y VIII de muestreo en la
cuenca alta del rio Tigre (Anzoategui, Venezuela).
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Los resultados de la estructura de edades, a saber, adultos, pre-adultos,
jovenes, y plantulas, indican que las poblaciones de M. flexuosa a lo largo del rio,
se caracterizaron por la presencia, principalmente de adultos y plantulas, con
unos pocos individuos juveniles y pre-adultos. Se supone que solo en los afos
en los cuales haya una combinacién de condiciones 6ptimas (niveles favorables
de agua y humedad del suelo, luz, temperatura y ausencia de inundaciones y
sequia extremas) es posible que tenga lugar una germinaciéon masiva y
sobrevivencia de plantulas (Bonadie y Bacon, 1999), que les permita llegar a
juveniles y pre-adultos y consecuentemente adultos. Si las plantulas no
sobreviven, el bosque mostrara una distribucién de edades con un ntimero
importante de arboles de gran talla (Bonadie, 1998).

En las poblaciones de M. flexuosa en la cuenca alta del rio Putumayo,
reportan que en morichales densos estan ausentes los individuos de
desarrollo entre una plantula y un arbol joven (brinzal), mientras que en
morichales mixtos estan presentes, pero en bajas densidades (5 ind/ha)
(Freitas y col. 2020). En ambos tipos de bosques, las densidades de los
adultos fueron mas altas en el morichal denso (67,8ind/ha; 6,78
ind/0,1ha), mientras que en el morichal mixto la densidad fue de 45,3
ind/ha (4,53 ind/0,1ha) (Freitas y col. 2020). Escamilla y Bustos (2018), en
la zona del Meta (Colombia) encontraron en un morichal afectado por
quemas 45,4 ind/0,1ha y en el bosque mas conservado donde solo se
utilizan las hojas de las palmas 84,2/0,1ha.

En el caso del morichal en la cuenca alta de rio Tigre, la distribucion de
edades o etapas de crecimiento vario a lo largo del rio, lo que permite
suponer que la presencia de una o mas clases de edades dependera del tipo
de vegetacion y el nivel de perturbacién antrépica. En ésta, la densidad de
individuos adultos cambié entre 19 y 43 ind/0,lha; en promedio la
abundancia de individuos adultos varié en el siguiente orden: morichal
abierto (MA): 24 ind/0,l1ha, morichal cerrado (MC): 27 ind/O0,lha;
transiciéon (T) morichal cerrado — bosque siempre verde estacionalmente
inundado (BSVEI): 33 ind/0,1ha; BSVEI propiamente dicho: 28 ind /0,1 ha;
por su parte, los juveniles estuvieron casi ausentes, apenas 0,5 ind/0,1ha
en el MC y MA; en tanto que los pre-adultos, aunque estuvieron ausentes
en la estacién VII (BSVEI) con moderada perturbacion (Tabla 1), pero, su
abundancia mas alta se hall6 en la estacion VIII (MA) con moderada
perturbacion; en las estaciones I a IV, donde hubo fuertes perturbaciones e
independientemente del tipo de vegetacién (Tabla 1), la densidad de
pre-adultos promedio fue de 0,75 ind/0,1ha.

De estos resultados, se infiere que a lo largo de la cuenca del rio Tigre se
configura un mosaico de comunidades, donde la distribucién de especies
vegetales y complejidad estructural es una combinacién de factores
bidticos, abiéticos y perturbaciones antrépicas, por lo que la estructura
poblacional de M. flexuosa en cualquier posicion a lo largo del rio, denota
tanto la hidrologia y su dinamica, la fisicoquimica del suelo y del agua, la
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tolerancia de las plantas a la inundacién y el nivel de perturbacion
antrépica (Peha-Colmenarez y Gordon-Colén, 2019), que se refleja en que
no haya un patrén tnico en la distribucion de las edades del moriche, es
decir que no depende de si es un morichal denso o muy denso, sino de una
combinacién de factores bioticos, abidticos y disturbios antrépicos.

Dinamica de plantulas. La germinacion y el establecimiento de una
plantula involucran una serie de eventos abiéticos y biéticos, dentro de los
cuales se incluye las caracteristicas externas e internas de la semilla. En
cuanto a los cambios en la densidad de plantulas nacidas o vivas (PV) a lo
largo de la cuenca alta del Rio Tigre, hubo una alta variabilidad entre
estaciones, aunque no se hall6 diferencias significativas entre los meses de
muestreo, lo que indica que la germinacion se dio durante todo el afio, con
una ligera tendencia de mayor emergencia de plantulas en la temporada de
sequia. Pefia-Colmenarez y Gordon-Colon (2022), reportaron para el
mismo rio, que M. flexuosa dispone de frutos durante la mayor parte del
afno, y que no todos caen al mismo tiempo, esto como estrategia para la
regeneracion y/o el mantenimiento de los agentes dispersores activos; sin
embargo, la intensidad de fructificaciéon fue estacional, con el mayor
numero de moriches en fruto durante la sequia.

Penia (2004) indic6é que el reclutamiento fue mayor en los meses de
sequia, sefialando que la precipitaciéon y/o aumento del nivel de la lamina
de agua no son favorables para la germinacion en esta especie. La sincronia
de estos procesos durante la sequia se atribuye a que no hay periodo de latencia,
y que estos frutos maduran muy rapido, asi como también a que la inundacion
no es favorable para el establecimiento de las plantulas, lo cual puede
considerarse condiciones adversas, puesto que la presencia de una lamina de
agua alta sin movimiento y prolongada en el tiempo conduce a un ambiente
anoxico (Mitsch y Gosselink, 2000) e incompatible con el intercambio gaseoso
(oxigeno) a nivel de las raices (Gonzalez 1987; Pefia 2004), y al quedar las hojas
de las plantulas sumergidas se limita el proceso de fotosintesis. Asi mismo, la
estacionalidad puede generar fluctuaciones en la abundancia de polinizadores,
dispersores de semillas y depredadores (Ponce, 2002). Contrariamente a lo
hallado en este trabajo, Ponce (2000) en el estado Guarico, reporté que el
maximo de fructificacién y reclutamiento coinciden con el periodo de lluvias.
Cabe mencionar, que el reclutamiento de plantulas se ve impedido si la
disponibilidad de semillas es escasa, y a su vez, por limitaciones en la dispersion
de semillas, lo cual no solo ocurre en (meta) poblaciones fragmentadas, sino
también a lo largo de gradientes de perturbacion no fragmentados (van Eck y
col., 2005) como seria el caso del rio Tigre.

La densidad de plantulas fue distinta en cada estacion de muestreo, lo
cual puede atribuirse a cambios en las condiciones de radiacion,
temperatura, caracteristicas del sustrato que inciden en la germinacién y
la mortalidad de plantulas, o inundacién que afecta los procesos de
dispersion y establecimiento de las plantulas o a estrategias de
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sobrevivencia de la poblacién. Marquez y Bricefio (2000) en el morichal
Nicolasito (estado Guarico) reportaron que habia mas plantulas en el sitio
con mayor intervencion y con dosel muy abierto. En este caso, la densidad
maxima de plantulas se dio en la estacion II, donde el dosel del bosque es
mas abierto e irregular, con perturbaciones fuertes por tala y quema, paso
de ganado, cercania de wuna granja avicola (Peha-Colmenarez y
Gordon-Colén, 2019), y por ende debe haber mayor penetracién de luz. Sin
embargo, Ponce y col. (1999) senalaron que M. flexuosa en su fase de
plantula puede tolerar condiciones de sombra, generadas por los
parentales o por la presencia de un dosel cerrado.

Las semillas grandes, como las del moriche, que no tienen latencia
(semillas ortodoxas), que producen plantulas grandes, las cuales tienden a
incrementar su viabilidad, germinacién y velocidad de emergencia
(Banovetz y Scheiver, 1994; Hernandez-Valencia y col., 2017), capaces de
emerger desde la hojarasca, sin embargo, estdn sometidas a diversos
factores bidticos y abidticos, de manera que las que logran sobrevivir
forman un banco de plantulas. La probabilidad de supervivencia de las
semillas durante el proceso de germinacién esta directamente relacionada
con su tamafo (peso, tamafo, reservas almacenadas y vigor del embrion,
estructuras protectoras del embrion) (Baker, 1972, cit. Gordon, 1999), lo
cual determina el tamafo de las plantulas para un corto periodo de tiempo
(Howe y Richter, 1982).

En cuanto al tipo de sustrato y su incidencia en la germinaciéon y
establecimiento de plantulas, tenemos que los suelos del morichal de la cuenca
alta del rio Tigre, las caracteristicas quimicas y fisicas de ellos varian
sustancialmente a través de la zona riberefia, en donde en la estacion II con la
mayor densidad de plantulas entre todos los sitios de muestreo, son de textura
franco-arenosa (Pefia-Colmenarez y Gordon-Colén, 2019). Al respecto, Pettit y
Froend (2001) en bosques riberenos de Australia, hallaron que la mayor
densidad de plantulas estaba asociada a una microtopografia tipo planicie, una
textura arenosay franco arenosa y un suelo humedo. En este sentido, pequefos
cambios en la humedad del suelo y cobertura vegetal pueden generar
diferencias significativas en la germinacion y por ende en la diversidad floristica
de la comunidad del vegetal del humedal (Xiong y col, 2003).

Factores fisicos como luz, temperatura y disponibilidad de agua, son
determinantes para que una semilla germine. Si una plantula se ubica en un
bosque que posee un dosel sombreado, disminuye la intensidad de la luz y
cambia su calidad en la superficie del suelo, se reduce la tasa de evaporacion
directa de la superficie, y ademas se crea una zona generalmente de mayor
humedad y temperatura mas uniforme. Adicionalmente, la caida de las hojas y
sus productos posteriores a la descomposicién, cambian las propiedades fisicas
y quimicas del suelo, y pueden cubrir y hundir las semillas que han caido en la
superficie. Todos estos cambios alteran la naturaleza del ambiente, tamiz que
selecciona aquellas semillas que germinaran (Harper, 1977).
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Cintra (1997), en un bosque amazonico, encontré en un estudio del
efecto de la hojarasca sobre la sobrevivencia de semillas y plantulas de la
palma Astrocaryum murumuru y el arbol Dipteryx micrantha, que en ambas
especies la supervivencia de las semillas fue mayor en sitios con mas
hojarasca en comparaciéon con suelos desnudos. En el caso de la palma la
supervivencia de las plantulas fue significativamente afectada por la
hojarasca, con mayor supervivencia en capas de hojarasca poco profundas.
Asimismo, la radicula y el primer brote son relativamente lignificados,
haciéndolos mas duros para romper los materiales que se encuentren por
encima, y asi son relativamente resistentes a la caida de material vegetal y
al ataque de los herbivoros. Estas caracteristicas anatémicas y estructurales
son tipicas de especies de arboles tropicales con periodos cortos de latencia y
ayudan a las semillas en germinacion a perforar la barrera fisica creada por la
hojarasca (Cintra, 1997b). Ademas, la hojarasca puede incrementar la
sobrevivencia de las semillas, al dificultar la deteccion por parte de los
depredadores. En muchos humedales boscosos como en los morichales, se
hallan monticulos de acumulaciéon organica, formados de restos organicos,
raices, alargamiento de raices en la base de grandes arboles o después de la
caida de grandes arboles. Estos monticulos son mas altos y estan por encima
del suelo, los que algunas veces retienen agua y representan sitios seguros para
el establecimiento de plantulas, de manera que puedan sobrevivir, ya que
probablemente pueden asegurarse una concentracion adecuada de oxigeno
(Cronk y Fennessy, 2001).

La densidad de una poblacién de plantulas depende no sélo de la
disponibilidad de semillas, sino de la frecuencia de sitios seguros que
proveen de condiciones precisas requeridas por cada semilla en particular.
Del gran numero de semillas presentes en el suelo y de las que arriban a
través de la dispersién, sélo una muy diminuta fracciéon germinara y dara
plantulas. En este sentido, el nimero de plantulas que aparece sera una
funcién del ntmero de “sitios seguros” que ofrece el ambiente, de manera
que pueda proveer el estimulo necesario para romper la latencia y
proporcionar los recursos necesarios (agua y oxigeno, entre otros) para
favorecer el proceso de germinacién. La densidad de plantulas es mayor en
humedales lefiosos con mas areas abiertas y micrositios favorables,
seguramente por la disponibilidad de luz, tal como se evidencié en la
estacion II, es decir la formacion de claros asociados con practicas
agricolas de conuco, genera pulsos de reclutamiento de individuos de M.
flexuosa relacionados con las nuevas condiciones de irradiacion. La
estructura poblacional en las diferentes comunidades de morichal, tiende
a indicar que la germinacién y el subsiguiente establecimiento de las
plantulas no tienen una recurrencia anual, representando las fases mas
criticas en el ciclo de vida de la palma (Ponce y col., 1996).

Mortalidad y supervivencia plantulas. La mortalidad de plantulas del
moriche no vari6 entre los meses de muestreo, sin embargo, se aprecia una
tendencia a ser mayor durante la sequia, hacia el mes de marzo-2001, es decir
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cuando la lamina de agua desciende. En general en todo el periodo, el porcentaje
de plantulas muertas respecto a las vivas fue de 48%. Zamora-Abrego y col
(2016), hallaron que la mortalidad de las primeras tres categorias de vida
(transicién semilla a plantula y de plantula a joven fue >95%. La mortalidad de
las plantulas puede asociarse a factores biéticos denso-dependientes
(Zamora-Abrego y col, 2016), quienes lo explicaron a través del modelo
Janzen-Connell (1971, cit. Cintra, 1997a), el cual describe el éxito de
reclutamiento como resultado de la distancia espacial al parental. De alli que es
mucho mas probable que los propagulos que se encuentren lejos de la planta
madre escapen de la depredacién y logren una alta sobrevivencia, por lo que el
maximo reclutamiento de plantulas puede ocurrir a cierta distancia de la planta
madre. Aunado a esto, los propagulos de otras especies son capaces de
colonizar el espacio vacio alrededor de la planta madre, lo que mantiene la
diversidad vegetal (Cintra, 1997a).

Aunado a lo anterior, las causas de mortalidad en plantulas y su
importancia relativa dependen de la estructura fisionémica de las
comunidades, de la fauna asociada a cada ambiente, asi como de la
densidad de la poblaciéon adulta de M. flexuosa, en este caso, la densidad
de plantulas muertas en la cuenca alta del rio Tigre, se relacion6
positivamente con la densidad de adultos, lo que permite suponer, que, si
hay mas plantulas bajo la planta madre, mas plantulas moriran al caer
una hoja y mas recursos habra para los depredadores y herbivoros;
ademas, si hay alta densidad de adultos, habra limitaciones en la
intensidad de luz que incide sobre el suelo, y consecuentemente afectara el
crecimiento y supervivencia de las plantulas

Ponce y col. (1996) reportaron que las plantulas de M. flexuosa
experimentan una alta mortalidad por depredacién, presiéon de herbivoria y
muerte accidental. Esta ultima, por pisoteo, caida de hojas y restos
vegetales (hojarasca) provenientes de los adultos, o a factores, como accion
de los depredadores (Zamora-Abrego y col, 2016), profundidad de la
hojarasca, entre otros. La hojarasca, su cantidad y composicién quimica
en el suelo puede facilitar o impedir la germinacién y el crecimiento de las
plantulas (emergencia, supervivencia y etapas tempranas del crecimiento
(Wang y col., 2022), al alterar o reducir la amplitud térmica, la humedad, la
disponibilidad de luz (Facelli y Pickett, 1991; Baskin y Baskin, 1998), la
composiciéon de la comunidad microbiana, las tasas de ciclaje de
nutrientes (Muturi y col., 2017), liberacién de sustancias téxicas, sombrear
las semillas y plantulas. Estos factores interactiian entre si de manera
compleja (Facelli y Pickett, 1991), y junto a las caracteristicas de las
semillas y posicién de las mismas en la hojarasca (Olliff-Yang y Case, 2018),
pueden constituirse en una barrera fisica que dificulta la emergencia de
plantulas y brotes (Facelli y Pickett, 1991; Abbas y col. (2023). Wang y col.
(2022) hallaron que la cubierta de la hojarasca tuvo un efecto negativo general
en la emergencia y supervivencia de las plantulas, un efecto neutral en la raiz,
hoja, biomasa total, y un efecto positivo en la biomasa del tallo y la altura de las
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plantulas. Otro factor importante que regula la mortalidad de las plantulas es la
profundidad a la cual germinan, de tal forma que les permita emerger. Muchas
especies tienen lo que parece ser un mecanismo censor de profundidad, el cual
previene la germinacién a profundidades desfavorables. Factores bi6ticos, como
depredacion, enfermedades y competencia, también juegan un papel en el
mantenimiento de un alto nivel de mortalidad. La competencia con las plantas
vecinas (ya sea con individuos contemporaneos o vegetacion pre-existente) es el
mayor enfrentamiento de la colonizacion via plantulas (Fenner, 1985).

Shaojun y Nilsson (1999) observaron que la germinacioén y el establecimiento
de las especies arbéreas se vieron afectados por la hojarasca negativamente y en
mayor medida que las hierbas y las gramineas, al menos al principio de la etapa
de colonizacién; lo cual contrasta con la suposicién de que las semillas mas
grandes, con sus plantulas mas altas haran que los arboles sean mas tolerantes
a la hojarasca. Ademas, las especies de semillas grandes se ven mas afectadas
por la quimica de la hojarasca que las de semillas pequenas, las que su vez
pueden ser facilmente atacadas por patégenos y depredadores (Gross, 1984).

El tamafno y la morfologia de la plantula juegan un papel en la
susceptibilidad relativa de diferentes especies a la depredacién y por ende
en la mortalidad. La respuesta de la plantula al pastoreo es altamente
dependiente de las condiciones ambientales. Si se comen los puntos de
crecimiento, pero la plantula se encuentra en condiciones favorables de luz,
la planta se desarrolla posteriormente y sobrevive, pero si se encuentra en
sombra no se desarrolla (Fenner, 1985). Sin embargo, en palmas, el
crecimiento a expensas de un unico meristemo apical, las hace
susceptibles a la mortalidad si este es destruido, por lo que la incidencia de
muerte y sus causas son un parametro importante para la dinamica de las
poblaciones de M. flexuosa (Ponce y col., 1996).

Isaza y col. (2017), en un estudio demografico de dos especies de
palmas en la Amazonia colombiana, senalaron que, como ocurre en la
mayoria de las palmeras, las plantulas tienen la menor probabilidad
de supervivencia, que en el caso del moriche fue de 1%, convirtiéndose
en un cuello de botella para el crecimiento de la poblacién. Sin
embargo, en este trabajo las curvas de supervivencia de las plantulas
M. flexuosa mostraron una alta variabilidad en la cuenca alta del rio
Tigre. Asi, dependiendo de la localidad (Figura 9a), va disminuyendo la
probabilidad de vida de un individuo durante las primeras etapas de la
vida, esto es, los individuos inmaduros experimentan una alta
mortalidad (Halley y col., 2018). Por su parte, en la estacién IV (Figura
9b), pareciera que la poblacién invierte mas energia en salvaguardar la
descendencia, de modo que la mortalidad sea baja en las primeras
etapas de la vida. Mientras que en las estaciones VII y VIII, la curva
parece una estrategia de tipo II que se considera intermedia, con una
mortalidad relativamente constante a lo largo de la vida (Rauschert,
2010; Halley y col., 2018) (Figura 9c). Esto indica que a medida que
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nos alejamos de una estrategia de supervivencia Tipo I hacia una Tipo III,
la variabilidad de la poblacién refleja cada vez mas la variacion ambiental,
especialmente en las etapas de vida mas tempranas (Halley y col., 2018).

En plantulas de Astrocaryum (palma) y Dipteryx (arbol), Cintra (1997b)
encontré que los patrones de sobrevivencia dependen del afio considerado,
en algunos casos de la proximidad al adulto y en otros de la heterogeneidad
espacial. Chacén y Armesto (2002) reportaron que la disponibilidad de luz
tuvo un efecto positivo sobre la tasa de crecimiento de las plantulas del
arbol Gevuina avellana, y su sobrevivencia, mientras que la accion de los
herbivoros no tuvo efecto.

Entre los factores ambientales que influyen en la sobrevivencia de
plantulas, esta el hidroperiodo anual. La inundacién puede tener efectos
adversos e incluso inhibir la germinacién de palmas, como es el caso
de Oenocarpus bacaba y Socratea exorrhiza (Manaos, Brasil), en las
cuales también, la herbivoria y la densidad de las plantas adultas tuvo
un efecto importante en el establecimiento de ambas palmas (Pacheco,
2001). Una forma de contrarrestar el efecto de la inundacién, es la
ubicacién de la mayoria de las plantulas sobre monticulos del suelo en
la base de las palmas, como en lo sefialé Bonadie y Bacon (1999) para
el caso de Pterocarpus, quienes sugieres que la ubicacién lejos del
agua puede ser favorable para el establecimiento de las semillas
(Bonadie y Bacon, 1999).

Cualquier actividad humana que perturbe la hidrologia o incremente la
carga de sedimentos, puede disminuir la habilidad de regenerarse de
algunas especies (Cronk y Fennessy, 2001). Construir acequias y talar la
vegetacion tipica de morichales para sustituirla por conucos, induce
una tasa de recuperacion mas lenta respecto a los cultivos perennes
sembrados en la vega del morichal. Asimismo, los suelos del morichal
no pueden restituir superficialmente sus nutrientes en el tiempo
adecuado y se empobrecen con rapidez; el agricultor o indigena
conuquero migra hacia otro sector en la misma vega del morichal y en
el proceso de regresion ecologica activado por la tala y construccién de
acequias induce una sucesién ecolégica que genera etapas de
restablecimiento distintas a la que originalmente conformaron el
morichal, de esta forma se altera el proceso evolutivo intrinseco de
este sistema, con variaciones que pueden ser irreversibles (Segovia,
1997). En casos donde la baja sobrevivencia de plantulas se atribuye a las
actividades antropicas, si ésta no incrementa, entonces el sistema sera
reducido a niveles insuficientes para soportar la fauna que depende de ello.
Se ha observado que las causas de la alta mortalidad de las plantulas son
principalmente ambientales, como los cambios en el nivel de agua, aunado
a la competencia con los arbustos de rapido crecimiento. Cualquier intento
de restauracion con implantacion de semillas y plantulas puede llevarse a cabo
durante la estacion en donde la germinacién natural es exitosa (Bonadie, 1998).
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Por otro lado, la curva de supervivencia juega un papel importante en la
sensibilidad de un organismo a la variabilidad climatica, especialmente la
distinciéon entre las estrategias de Tipo I, II y III. A menudo se supone que los
organismos de Tipo I seran los mas vulnerables al cambio climatico. Sin
embargo, el régimen predicho por los modelos climaticos presenta no solo un
calentamiento global direccional sino también una variacion climatica creciente.
Halley y col (2018) sugieren que es probable que los organismos de Tipo IIl sean
mas sensibles a este tipo de variabilidad y, por lo tanto, mas vulnerables y
también que la efectividad de una accién de conservacion especifica depende del
tipo de historia de vida. En particular, las mortalidades masivas en etapas
tempranas intrinsecas a las especies de Tipo III crean una sensibilidad especial
a la variabilidad ambiental que se refleja a nivel de poblacién. Por lo tanto, al
priorizar las acciones de conservacion, debemos tratar a los organismos de Tipo
III de manera diferente a los organismos de Tipo I. Mientras que las acciones de
conservacion mas efectivas para las poblaciones de Tipo I es evitar matarlas,
para las poblaciones Tipo III (con alta fecundidad y baja inversién parental), los
objetivos de conservacién deben enfocarse en proteger las etapas tempranas de
la vida de los ambientes hostiles (Halley y col., 2018). Asimismo, Halley y col.
(2018), indican que las etapas de vida que tienen una mayor mortalidad
contribuyen a una mayor variabilidad en las fluctuaciones de la poblacién. De
acuerdo a los resultados de M. flexuosa en el rio Tigre, al tener distintas
estrategias de supervivencia, es de suponer que tendra mayor potencial de
respuestas ante la variabilidad climatica.
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Anexo 1. Tablas de vida de la primera cohorte de plantulas de Mauritia flexuosa en cada estacion
de muestreo en la cuenca alta del rio Tigre (Anzoategui, Venezuela).
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Estacién II X ©Nx Ix dx qx Lx | Estacién III X
may-00 0 151 1,000 110,0 0,73 96 may-00 o 21 1,000 140 067 140
jul-00 1 41 0272 280 0,68 27 jul-00 1 7 0383 6,0 08 40
sept-00 2 13 0,086 7,0 0,54 9,5 sept-00 2 1 0048 0,0 000 1,0
nov-00 3 6 0040 50 0,83 3,5 nov-00 s 1 0048 00 000 1,0
ene-01 4 1 0,007 0,0 0,00 1,0 ene-01 4 1 0048 0,0 000 1,0
mar-01 5 1 0007 00 000 10| mar01 5 1 0¥ 00 000 10
may-01 6 1 0,007 may-01 6 0 0,000 00 000 0,0
. . Nx 1x dx qx Lx
Estacién IV X Nx 1x dx qx Lx Estacion V X
55 1,000 33,0 0,60 38,5
may-00 o] 7 1,000 0,0 0,00 7,0 may-00 (0]
22 0,400 8,00 0,36 18,0
jul-00 1 7 1000 0,0 0,00 7,0 jul-00 1 ’ ’
14 0,255 6,00 0,43 11,0
sept-00 2 7 1,000 0,0 0,00 7,0 sept-00 2
0,145 1,00 0,13 7,5
nov-00 3 7 1000 0,0 0,00 7,0 nov-00 3 ’ ’ ’ ’
0,127 0,00 0,00 7,0
ene-01 4 3 0,429 4,0 1,33 1,5 ene-01 4
7 0,127 2,00 029 6,0
mar-01 5 0 0000 30 0,00 00 mar-01 5 12 ’ ’ ’
5 0,091
may-01 6 0 0,000 may-01 6
Estacién VI X Nz Iz dx  qx Lx | Estaciéenvm x M® X dx gx 1x
9 1,000 4,00 0,44 7,0
may-00 o 10 1,000 10,0 1,00 5,0 may-00 o] ’ ’ ’ ’
5 0,556 2,00 0,40 4,0
jul-00 1 0O 0000 00 0,00 00 jul-00 1
3 0,333 0,00 0,00 3,0
sept-00 2 0O 0,000 0,0 0,00 00 sept-00 2 ’ ’ ’ ’
3 0,333 1,00 0,33 2,5
nov-00 3 0 00000 00 0,00 00 nov-00 3
ene-01 4 0 0,000 0,0 0,00 0,0 ene-01 4 2 0222 1,00 050 1,5
1 0,111 0,00 0,00 1,0
mar-01 5 0O 0,000 0,0 0,00 00 mar-01 5
1 0,111
may-01 6 0 0,000 may-01 6
Estacién VIII X Nx Ix dx qx Lx
may-00 0O 9 1000 00 0,00 90
jul-00 1 9 1000 0,0 0,00 9,0
sept-00 2 9 1000 30 021 75
nov-00 3 6 0667 00 0,00 60
ene-01 4 6 0667 10 0,50 55
mar-01 5 5 055 1,0 0,00 50
may-01 6 4 0,444

162



Acta Biol. Venez. 43(2):163-177 ARTiCULO
Julio-Diciembre 2023

DIFERENCIACION IN VITRO DE LAS CELULAS
MESENQUIMALES HUMANAS DEL TEJIDO ADIPOSO
HACIA EL LINAJE EPITELIAL

Marian Rodriguez O.!, Elizabeth Merentes!*y Elena Velasco?®

Instituto de Biologia Experimental. Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Biologia
de Tumores. Instituto de Biologia Experimental. Facultad de Ciencias. Universidad
Central de Venezuela. ?Facultad de Medicina. Unidad de Microscopia Electronica.
Universidad Central de Venezuela. *emerentes@gmail.com

RESUMEN

Estudios in vitro han demostrado que el tejido adiposo es una fuente importante de células
madre mesenquimales (MSCs) que bajo condiciones especificas de cultivo se pueden
diferenciar hacia varios tipos celulares de origen mesodérmico. Recientemente se ha
demostrado que las MSCs pueden dar origen a linajes celulares de origen ectodérmico. En tal
sentido en nuestro trabajo se estudié el potencial de diferenciacion de las células
mesenquimales provenientes del tejido adiposo humano hacia el linaje epitelial, simulando un
microambiente especifico in vitro. Para ello, las células fueron aisladas a partir de muestras de
abdominoplastias. Las células obtenidas fueron caracterizadas morfolégicamente mediante
inmunohistoquimica contra vimentina y CD49d. Para inducir la diferenciacién epitelial, las
MSCs se cultivaron con Factor de Crecimiento Epidermal (EGF) e Insulina y se compard con
una mezcla de medios condicionados obtenidos de queratinocitos y fibroblastos de ratén. Las
células cultivadas bajo estas condiciones fueron caracterizadas morfolégicamente y también se
evalué la expresién de PanCK y E-cadherina. Los datos obtenidos mostraron que las MSCs del
tejido adiposo pueden diferenciarse hacia células similares a epiteliales, las cuales expresaron
PanCK y E-cadherina siendo los resultados mas significativos con los medios condicionados.
Esto sugiere que las MSCs del tejido adiposo poseen la capacidad de diferenciarse hacia
células epiteliales y por lo tanto podrian ser utilizadas en ingenieria de tejidos, terapia celular
del tejido epitelial y en estudios de diferenciacion celular.

Palabras clave: Células mesenquimales, tejido adiposo, linaje epitelial, medios
condicionados, diferenciacion.

Differentiation of human mesenchymal stem cells
adipose tissue into the epithelial lineage in vitro

ABSTRACT

In vitro studies have shown that adipose tissue is an important source of mesenchymal stem
cells (MSCs) that under specific culture conditions can be differentiated into various cell types
of mesodermal origin. It has recently been shown that MSCs can give rise to cell lineages of
ectodermal origin. In this sense, in our work we studied the differentiation potential of MSCs
from human adipose tissue towards the epithelial lineage, simulating a specific
microenvironment in vitro. Mesenchymal stem cells were isolated from abdominoplasty
samples and were characterized by immunohistochemistry against vimentin and CD49d. To
induce epithelial differentiation, MSCs were cultured with Epidermal Growth Factor (EGF) and
insulin; and compared to a mixture of conditioned media obtained from mouse keratinocytes
and fibroblasts. Cells grown under these conditions were morphologically characterized and
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the expression of PanCK and E-cadherin was also evaluated. The data obtained showed that
MSCs from adipose tissue can differentiate into epithelial-like cells, which expressed PanCK
and E-cadherin, being the most significant results with conditioned media. Moreover, the
establishment of cell junctions was observed through electronic microscopy. This suggests that
MSCs from adipose tissue can differentiate into epithelial cells and therefore could be used in
tissue engineering, cell therapy of epithelial tissue and cell differentiation studies.

Keywords: mesenchymal stem cells, adipose tissue, epithelial lineage, conditioned
media, differentiation.

INTRODUCCION

Las células madre mesenquimales (MSCs) han sido definidas como
una poblaciéon de células capaz de dividirse indefinidamente vy
diferenciarse hacia distintos tipos de células especializadas no solo
morfolégicamente sino también funcionalmente (Jiang y col., 2002; Raff,
2003; Caplan, 2004; Dominici y col., 2006; Gimble y col., 2007; Orbay y
col.,, 2012). Las MSCs de tejidos adultos se localizan entre las células
especializadas de un tejido en particular. La principal funcion de estas
células es mantener y reparar el tejido en el cual se encuentran. Sin
embargo, los diferentes tipos de tejidos del organismo poseen una mayor
o menor capacidad de reparar por si mismo los danos que sufren. Esto
junto con la pérdida de la homeostasis celular contribuye al desarrollo
de diversas enfermedades degenerativas.

Las MSCs de tejidos adultos se aislaron y -caracterizaron
originalmente a partir de la médula 6sea y diversos estudios han
demostrado que se pueden mantener, expandir y manipular en
condiciones in vitro siendo capaces de diferenciarse a numerosos tipos
celulares incluyendo: adipocitos, mioblastos, osteoblastos, condrocitos,
queratinocitos, entre otros (Pittenger y col, 1999; Rodriguez, 2005;
Paunuscu y col., 2007; Witkowska-Zimny y col., 2011). Sin embargo, las
MSCs también se han aislado de otros tejidos como el cordén umbilical,
pulpa dental, musculo y tejido adiposo. Este ultimo al igual que la
meédula 6sea se deriva del mesodermo embrionario y ha sido considerado
como fuente importante de células madre adultas con una gran
potencialidad de diferenciacién (Zuk y col., 2002; Mizuno y col., 2003;
Gimble y Guilak, 2003; Baer y Geiger, 2012, Orbay y col, 2012). La
utilizacion de estas células madre para su aplicacién en el tratamiento
de diversas enfermedades es de gran significado hoy en dia, si se tiene en
cuenta la facilidad de obtencién de estas células del tejido graso, su
expansion in vitro y su potencial de diferenciacion multiple (Bertassoli y
col.,, 2013, Czerwiec y col, 2023). Ademas, estas células secretan
numerosos mediadores, citoquinas y factores de crecimiento que
contribuyen a la cicatrizacion de heridas de la piel (Almaski, 2022) y en
la regeneracion de organos (Al Ghadban y col, 2023). Estas
caracteristicas las hace una fuente ideal de células madre para la
investigacion de la ingenieria de tejidos y terapia celular. En este sentido,
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recientemente se ha planteado su enorme potencial terapéutico en la
medicina regenerativa, numerosos estudios preclinicos y clinicos han
demostrado que las células mesenquimales del tejido adiposo pueden
regenerar organos tales como hueso, cartilago, piel, higado entre otros
(Yang y col, 2019, Zhang y col., 2020).

MATERIALES Y METODOS

Establecimiento de los cultivos celulares. Las MCS del tejido
adiposo humano fueron aisladas a partir de 10 muestras de
abdominoplastia de pacientes entre 35 y 45 afios de edad. Las cuales
fueron suministradas por el Centro Médico de Caracas bajo el
consentimiento del paciente. Las muestras de tejido adiposo fueron
colocadas en un tampoédn fosfato libre de calcio y magnesio (PBS) y se
seccionaron en pequenos trozos. Seguidamente, se realiz6 disgregacion
enzimatica con colagenasa tipo I (SIGMA) al 0.075%. La viabilidad celular
fue determinada con el colorante de exclusién azul tripano y se cuantificé
el nimero de células con un hemocitometro y se sembraron a una
densidad celular de 7 x 10°a 2 x 10°.

Las células obtenidas fueron mantenidas en medio de cultivo Eagle’s
modificado por Dulbecco’s (DMEM) (GIBCO) suplementado con 10% de
suero fetal de bovino (SFB) (GIBCO), 100 U/ml penicilina G y 2 mg/ml
anfotericina e incubadas a 37°C en atmoésfera htiimeda al 5% de CO2
hasta alcanzar la confluencia. Posteriormente, se realizaron los
subcultivos, los cuales fueron wutilizados para los ensayos de
caracterizacién y diferenciacién celular. Paralelamente se establecieron
los cultivos de fibroblastos embrionarios y de células epidérmicas
obtenidas de embriones de ratén de 11 a 13 dias de gestaciéon y neonatos
de raton respectivamente (Merentes, 2016). Los fibroblastos fueron
mantenidos con medio DMEM suplementado con 10% de SFB,
antibiéticos y antimicéticos, mientras que las células epidérmicas fueron
cultivadas con medio DMEM suplementado con 10% SFB, 10 ng/ml
Factor de Crecimiento Epidermal (EGF), 100 U/ml penicilina G y 2
mg/ml anfotericina. Ambos cultivos fueron mantenidos a 37°C en
atmoésfera humeda al 5% de CO2 hasta alcanzar la confluencia con
cambios de medios periédicos, luego de lo cual se realizaron los
subcultivos con el fin de amplificar la poblacién de fibroblastos y células
epidérmicas que fueron utilizados para obtener los medios condicionados.

Caracterizacion de las MSC del tejido adiposo humano. Con la
finalidad de observar las caracteristicas morfologicas y desarrollo in vitro
de las células en los cultivos, se llevaron a cabo observaciones periédicas
en el microscopio invertido de contraste de fases y microscopia de luz.
Adicionalmente, para observar la heterogeneidad u homogeneidad de los
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cultivos primarios y subcultivos se llevé a cabo una evaluacion
histolégica con Hematoxilina-Eosina siguiendo el protocolo histolégico
estandar. También se evalué la presencia de adipocitos y gotas de lipidos
con Sudan III.

Para caracterizar y evidenciar la poblacion de MSCs en los cultivos in
vitro se determiné la expresion de vimentina (anticuerpo monoclonal de
ratén, dilucién 1:100, Dako) y CD49d (a4-integrina) (anticuerpo
policlonal de conejo, diluciéon 1:100, Santa Cruz Biotechnology). La
determinacion antigénica se llevé a cabo utilizando el protocolo estandar
del sistema inmunohistoquimico ABC de Santa Cruz Biotechnology.

Induccion de la diferenciacion epitelial. Una vez que los cultivos de
MSCs alcanzaron la confluencia, se procedi6 a realizar los ensayos de
diferenciacion celular hacia el linaje epitelial. Para ello se tomaron células
del 3er subcultivo que fueron disgregadas enzimaticamente con Tripsina
0.125%-EDTA 0.02%. La suspensiéon celular obtenida se resuspendi6 en
medio nutritivo y luego se sembré en placas de 6 pozos (Nunc) a una
densidad de 3 x 105 células por pozo.

Inicialmente las células fueron cultivadas con DMEM suplementado
con 10% SFB, antibidticos y antimicoéticos. A las 24 horas el medio fue
reemplazado por el medio control e inductores (Tabla I). Finalmente se
incub6 a 37°C en atmoésfera humeda al 5% de CO2 por 6 a 12 dias con
cambio de medio periédicos, luego de lo cual se realizaron las
evaluaciones histolégicas, inmunohistoquimicas y ultraestructurales
correspondientes.

Tabla 1. Factores ensayados en el medio base DMEM para inducir la diferenciacién de las
células MSC del tejido adiposo humano hacia el linaje epitelial.

Medio Medio Suero Suplementacion
Control DMEM 10 % SFB Antibidticos y antimicoticos.
Medio Inductor 1 DMEM 10 % SFB Medio condicionado de fibroblastos y células
cpidérmicas (1:1), antibiéticos y antimicéticos
Medio inductor 2 DMEM 10 % SFB EGF 10 ng/ml, insulina 10 pg/ml, antibidticos y
antimicoticos.

Caracterizacion de la diferenciacion. Con el fin de observar los
cambios morfolégicos que ocurrieron durante la diferenciacién in vitro de
las MSCs del tejido adiposo humano, se llevaron a cabo observaciones
periédicas al microscopio de contraste de fases (Olympus IXS50)
tomandose los registros fotograficos correspondientes. Para observar las
caracteristicas histologicas de las células tanto en el control como en
condiciones inductoras, las monocapas fueron fijadas in situ con metanol
y conservadas en etanol 70% a 4°C para posteriormente realizar los
ensayos inmunohistoquimicos correspondientes.
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Para determinar si las MSCs del tejido adiposo de humano no solo
presentaron cambios morfologicos sino también funcionales bajo las condiciones
inductoras evaluadas, se realizd un ensayo inmunohistoquimico para
evidenciar la expresion de algunas proteinas especificas del linaje epitelial
como la expresion de queratinas y E-cadherina. Para ello se utilizaron
anticuerpos primarios Pan-CK (anticuerpo monoclonal de ratén que reconoce a
las CK 4,5,6,8,10,13 y 18, aislado de la A-431 carcinoma epidérmico humano;
dilucién 1:100; Santa Cruz Biotechnology) y como marcador de la morfogénesis
epitelial temprana se utilizo un anticuerpo contra E-cadherina (anticuerpo
monoclonal de ratén que reconoce los aminoacidos 600-707 dentro del dominio
extracelular de E-cadherina; dilucion 1:100; Santa Cruz Biotechnology).

La determinacion antigénica se llevd a cabo utilizando el protocolo
estandar del sistema inmunohistoquimico ABC de Santa Cruz
Biotechnology. Adicionalmente, y con la finalidad de observar los cambios
de la induccion de la diferenciacién hacia el linaje epitelial a nivel
ultraestructural, se analizaron los cultivos en monocapa mantenidos con
medio control e inductor 1 que contiene medio condicionado Epi/Fib.
Para ello se siguieron los pasos convencionales de microscopia electronica
como: fijacién, lavado, deshidratacion, infiltracién, inclusién, corte y
contraste (Desmond, 1965). Las observaciones y registros fotograficos se
realizaron en un Microscopio Electrénico Philips CM 10.

RESULTADOS

Caracterizacion morfologica e inmunohistoquimica de las células
en los cultivos primarios y subcultivos. En los cultivos primarios de las
células del estroma del tejido adiposo de humano, se evidencié una
poblacién de células con morfologia fusiforme tipo fibroblasto, con ntucleo
ovalado y central, varios nucléolos y delgadas prolongaciones
citoplasmaticas con una gran proporcién de granulaciones (Figura 1A,
1B). En estos cultivos no se observaron células positivas al Sudan III
(Figura 1C).

Figura 1. (A) Cultivo primario 3 dias de cultivo. Se observa una poblacién de células
fusiformes. Contraste de fases 100X. (B) Detalle de las células fusiformes, con nucleo ovalado
(N), varios nucléolos (NC) y granulaciones citoplasmaticas (G) 400X. (C) Células negativas a
Sudan III presente en los cultivos primarios 400X.
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La confluencia de los cultivos primarios se alcanzé entre los 10 y 15 dias.
Luego de lo cual se procedi6 a llevar a cabo los subcultivos, donde las células
con morfologia fusiforme se mantuvieron hasta el 8vo pasaje, sin cambios
morfolégicos aparentes asociados a la diferenciacion y senescencia. Para
observar la presencia de células de origen mesodérmico y la expresiéon de uno
de los marcadores de la poblacién de células del tejido adiposo humano en los
cultivos celulares, se determiné la expresion de vimentina y CD49d,
observandose que las células expresan vimentina en el citoplasma y CD49d en
la membrana celular (Figura 24, 2B, 2C).

L\
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Figura 2. (A) Poblacién de células con morfologia fusiforme positiva a vimentina en toda la
extension del citoplasma 400X. (B) Detalle de las células que expresan vimentina 1000X. (C)
Poblacién de células con zonas positivas en la superficie celular
a nivel de la membrana celular (MP) 400X.

Induccion de la diferenciacion. Al analizar el aspecto morfologico de las
células provenientes del tejido adiposo de humano y el comportamiento in vitro
en los cultivos en monocapa, se pudo observar que durante todo el periodo de
estudio, en el cultivo control las células mostraron una morfologia fusiforme
semejante a fibroblastos (Figura 3A), y ademas, estas fueron negativas a Pan-
CK (Figura 3B), mientras que en los cultivos mantenidos con el medio inductor
tipo 1, las células presentaron una morfologia fusiforme hasta el cuarto dia,
cuando se observo que las células se agruparon con un crecimiento similar a
las células epiteliales donde algunas células cambiaron de fusiforme a células
redondeadas, poligonales y otras similares a células cuboidales, con nucleo
redondeado y de ubicacion central (Figura 3C). En estos cultivos, algunas de
las células que presentaron cambios morfolégicos expresaron Pan-CK (Figura
3D). Ademas, bajo esta condicién también se observo, a nivel de las interacciones
celulares, positividad al inmunomarcaje con E-cadherina (Figura 3E).

Por otra parte, en los cultivos mantenidos con el medio inductor 2 se
evidenci6 a los 5 dias de cultivo una poblacién de células que mantuvieron
morfologia fusiforme (Figura 3F) que fueron negativas a la determinacion
antigénica contra Pan-CK y E-cadherina, mientras que otras células
mostraron una morfologia redondeada o poligonal similar a las
observadas en las células cultivadas con el medio inductor 1, las cuales
expresaron Pan-CK (Figura 3G), pero fueron negativas a E-cadherina.
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Caracteristicas ultraestructurales. Para complementar los resultados
obtenidos se realiz6 un analisis ultraestructural de las monocapas de las
células fusiformes del tejido adiposo humano bajo la condicién control e
inductora con el medio inductor 1, permitiendo evidenciar diferencias
ultraestructurales en cuanto a la forma celular, establecimientos de contactos
celulares, cantidad y organizacién de los organelos.

=

Figura 3. Ensayos de
diferenciacién celular en
monocapa. 7 dias de cultivo.
(A-B) Cultivos controles (A)
Células aparentemente
fusiformes 200X. (B)
Poblacién de células con
morfologia fusiforme negativas
a Pan-CK. 200X. (C, D-F)
Cultivo de células
mesenquimales en presencia
del medio inductor tipo I. (C)
Poblacién de células con
morfologia similar a cuboidal
con nucleo esférico (N), se
observan también células
fusiformes (MF). Contraste de
fases 200X.

(D) Se observan células con morfologia similar a cuboidal intensamente positivas a Pan-CK (CP)
y algunas negativas (CN) 200X. (E) Células que expresan E-cadherina en las uniones celulares
(UC) 1000X. (F-G) Cultivo en monocapa de las células mesenquimales del tejido adiposo
inducido con el medio inductor tipo 2. (F) Células con morfologia fusiforme. Contraste de fases
400X. (G) Células positivas a Pan-CK 400X.

De esta manera, en los cultivos control se observaron células aisladas con
morfologia fusiforme, con un ntcleo ovalado y alargado. El nucléolo se
encuentra cerca de la envoltura nuclear. En el citoplasma se evidenci6 RER
alargado, mitocondrias electrondensas, vesiculas, lisosomas, algunas
mitocondrias y figuras mielinicas (Figura 4A), mientras que en los cultivos
celulares mantenidos con el medio inductor 1, se evidenci6 aparentemente una
mayor densidad celular que en el control, donde las células presentaron un
nucleo prominente con invaginaciones leves en la envoltura nuclear y el
nucléolo presenté una disposiciéon abierta. En el citoplasma se evidencié gran
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cantidad de RER con cisternas dilatadas, numerosas mitocondrias de distintas
electrodensidades y tamafos, ribosomas libres y vesiculas pinociticas cercanas
a la membrana celular y en el espacio intercelular, donde una vesicula
aparentemente de catrina hace contacto con la superficie celular de una célula
vecina (Figura 4B). Ademas, las células bajo esta condicién aparentemente
comenzaron a establecer uniones celulares con las células adyacentes, evidenciadas
por el contacto, engrosamiento y presencia de zonas electrondensas a nivel de las
membranas celulares (Figura 4B).

Figura 4. Cultivo en monocapa control (A) e inducidas con el medio inductor 1 Epi/Fib (B) de
las células mesenquimales del tejido adiposo humano. 8 dias de cultivo A. En la micrografia se
observan células con morfologia fusiforme. Nuicleo ovalado y alargado (N), con un nucléolo
cercano a la envoltura nuclear (NC). A nivel del citoplasma se aprecian algunas mitocondrias
electrodensas (M), reticulo endoplasmatico rugoso (RER), vesiculas pinociticas (V), figuras
mielinicas (FM), algunas vacuolas (VA) y lisosomas (L) 52.000X. (B) En la micrografia se
observa una densidad celular mayor constituidas por dos porciones citoplasmaticas de 2
células, una de ellas presenta un nucleo prominente con invaginaciones leves en la envoltura
nuclear, nucléolo, citoplasma reducido, pero se logran observar vesiculas pinociticas y
ribosomas libres, ademas esta célula comienza a establecer contacto con la células adyacentes
evidenciado por el engrosamiento de la membrana (ME) y zonas electrodensas que sugieren el
establecimiento de una unién celular especifica (U). En las porciones citoplasmaticas vecinas
se observa gran cantidad de reticulo endoplasmatico rugoso, numerosas mitocondrias
electrondensas (M) y electrotransparentes (MT). Asi como el inicio del contacto celular (C) entre
las membranas de 2 células. Ademas, se observan vesiculas pinociticas (V) en el espacio
intercelular 66.000 K.

DISCUSION

Las condiciones brindadas a las células en -cultivo, permitieron la
proliferacion y mantenimiento del potencial de diferenciacién de la poblacion
de células fusiformes del tejido adiposo humano. En la etapa inicial de los
cultivos primarios las células fusiformes proliferaron rapidamente en las
condiciones in vitro suministradas siendo la morfologia similar a las
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observadas en los diferentes estudios que se han realizado sobre estas células
(Zuk y col., 2002; Mizuno y col, 2003; Brzoska y col, 2005; Ando y col, 2008;
Kiseleva y col, 2009; Loskutoff y col, 2010). Diferentes grupos de
investigadores han demostrado que los métodos de cultivo de células
multipotentes del tejido adiposo en presencia y ausencia del SFB, presentan
diferencias importantes, ya que en medio libre de SFB se mantienen los
preadipocitos y el potencial de diferenciacién adipogénico. Por el contrario, ante
la presencia de SFB, la cantidad de preadipocitos va disminuyendo y se pierde
el potencial de diferenciacion de las células que pudiesen estar comprometidas
con el linaje adipogénico, permitiéndoles canalizarse hacia otros linajes
celulares segin el microambiente circundante (Rodriguez y col, 2004;
Gomillion y col, 2006; Fuchs, 2007; Gimble y col, 2007).

En los cultivos después de varios pasajes se mantienen las células tipo
fusiformes. Estos resultados concuerdan con los de otros investigadores
(Gimble y col, 2007; Ando y col, 2008; Kiseleva y col., 2009; Vossmerbaeumer
y col, 2009), quienes obtuvieron un cultivo celular compuesto por células
fusiformes, las cuales expresan vimentina. Esta es una proteina que pertenece
a la familia de filamentos intermedios presentes en el citoesqueleto y es
altamente expresada en células de origen mesenquimal, por lo que
actualmente es empleada como un marcador de las mismas e indica el origen
mesodérmico de las células en los cultivos. Ademas, algunas células presentes
en los subcultivos también expresaron CD49d (a-4 integrina). Esta molécula
de adhesién celular también ha sido relacionada con las células progenitoras
del tejido adiposo (Gronthos y col, 2001; Zuk y col, 2002; Pawitan, 2009;
Kiseleva y col., 2009).

Estos resultados sugieren que el sistema de cultivo empleado permite
obtener poblaciones de células fusiformes de origen mesodérmico con
potencial de diferenciacion. Se ha demostrado que la poblacién de células con
potencial de diferenciacion del tejido adiposo no parece requerir de muchos
factores especificos para proliferar y mantener su potencial de diferenciaciéon
(Zuk y col, 2002; Pawitan, 2009; Kiseleva y col, 2009). Sin embargo, en
estudios in vitro se ha observado la presencia de subpoblaciones de células tipo
fibroblasto que pueden variar en cuanto a potencialidad de diferenciacion,
tamano y granularidad (Baer y Geiger, 2012). Igualmente, se ha sefalado que
la densidad del cultivo es critica ya que puede modular los patrones de
expresion de genes especificos en las poblaciones heterogéneas mesenquimales
del tejido adiposo (Kim y col, 2014). Adicionalmente, estas caracteristicas
pueden variar de un organismo a otro (Blau y col, 2001; Nakagawa y col,
2005; Fu y col, 2006; Schneider y col, 2008). Esto agrega una variable a los
cultivos, lo que resulta importante para la seleccion, pureza y comportamiento
de las células en cultivo.

Como se ha reportado en estudios previos, las MSCs del tejido adiposo

parecen tener la capacidad para diferenciarse hacia células epiteliales,
esta diferenciacién depende del microambiente circundante. En este
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sentido, los resultados muestran la necesidad de la simulacion de un
microambiente similar a las condiciones in vivo donde proliferan y se
diferencian las células epiteliales, dicho microambiente esta constituido
por factores solubles especificos tales como KGF, EGF, IGF, TGF-a y
TGF-B, que pueden regular de forma paracrina la proliferaciéon y
diferenciacion celular. Algunos autores han sefialado que estas MSCs del
tejido adiposo pueden inclusive transdiferenciarse y coexpresar
marcadores epiteliales en la piel cuando son trasplantadas a ratones
(Derby y col.,, 2014), asi como también en células epiteliales del pulmoén
cuando se utilizan andamios descelularizados provenientes de pulmon de
rata (Méndez y col., 2014).

En este trabajo al observar las caracteristicas morfologicas de los
cultivos en monocapa sin afadir factores al medio nutritivo se pudo
apreciar que no ocurrieron cambios morfologicos y no fueron positivas a
los marcadores epiteliales Pan-CK y E-cadherina. No obstante, bajo las
condiciones inductoras mostraron cambios morfologicos y expresion de
marcadores del linaje epitelial, donde se puede destacar que en los
cultivos mantenidos con los medios condicionados algunas células
cambiaron su morfologia de fusiforme a poligonales y similares a
cuboidales. Algunas de estas células fueron positivas a Pan-CK, pero solo
una proporciéon de células expresaron E-cadherina bajo la induccién de la
combinacién de medios condicionados.

Los cambios morfolégicos y la expresion de marcadores epiteliales
evidenciados en los cultivos en monocapa han sido reportados por
diversos autores con diversos factores inductores como HGF, IGF, KGF,
EGF, BMP-7, acido trans-retinoico, activina (Brzoska y col, 2005;
Paunescu y col.,, 2007; Ando y col, 2008, Griesche y col., 2012) y con
medios condicionados de fibroblastos (Huang y col.,, 2008) y de células
epiteliales (Vossmerbaumer y col, 2009). Aunque en este estudio se
observé cambios morfolégicos y expresion de Pan-CK con el medio
inductor que contenia EGF e insulina, los resultados mas significativos se
obtuvieron con la combinaciéon de medios condicionados de
queratinocitos y fibroblastos. Diversos autores han senalado que en dicho
medio se encuentran factores solubles como: KGF, EGF, IGF, TGF-a y
TGF-B (Marinaro y col, 1999; Lanza y col, 2007; Prowse y col., 2007).
Estos factores solubles cumplen un rol fundamental en los eventos de
proliferaciéon y diferenciacién hacia el linaje epitelial.

Diversos investigadores han sefalado que la sintesis de las diferentes
CK no es estimulada por todos los factores solubles involucrados en el
proceso de diferenciacion epitelial, pero ha sido relacionada
especificamente con la activacion del EGFR por los factores de
crecimiento EGF y TGF-a. Otro de los factores importantes en la
diferenciacion epitelial presente en los medios condicionados es el TGF-p,
el cual activa la sintesis de CK8, CK18 y posteriormente CK 5 y CK14 que
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expresan las células poco diferenciadas del estrato basal del epitelio
epidérmico. Ademas, el TGF-B estimula la sintesis de colageno y
fibronectina (Huang y col., 2008). Estas CK5 y CK14 son las primeras que
se expresan durante el desarrollo de los epitelios y posteriormente son
sustituidas por las CK secundarias especificas de cada fenotipo epitelial
(Brzoska y col., 2005; Paunescu y col., 2007; Huang y col., 2008).

Por otra parte, la expresiéon de E-cadherina en los cultivos de MSCs de
tejido adiposo humano estd relacionada con el establecimiento y
mantenimiento de uniones celulares que promueven la integridad celular.
Como se conoce la E-cadherina es una glucoproteina transmembrana que
esta involucrada en el establecimiento de uniones intercelulares, la cual
es especifica de los epitelios y es importante para mantener la integridad
de los epitelios. Esta caracteristica es fundamental en los tejidos
epiteliales (Geneser, 2003, Sueblinvong y col., 2007; Schneider y col.,
2008). Asimismo, algunos autores han sefialado que la expresiéon de E-
cadherina esta relacionada con la morfogénesis temprana epitelial
(Sueblinvong y col., 2007; Schneider y col., 2008; Vossmerbaeumer y col.,
2009). Los resultados obtenidos en estos ensayos de diferenciacion
celular en monocapa, sugieren que en los medios condicionados se
encuentran una combinaciéon de factores solubles que generan parte del
microambiente epitelial que permite canalizar de forma dinamica la
diferenciacion epitelial, llevando consigo cambios morfolégicos, sintesis y
expresion de marcadores epiteliales en wuna poblacion de células
fusiformes del estroma del tejido adiposo humano.

Se ha planteado recientemente que en el medio condicionado de las
células mesenquimales del tejido adiposo producen un subtipo de
vesiculas extracelulares de alrededor de 30 a 200 nm, denominados
exosomas, los cuales contiene diferentes moléculas que pueden
participan en multiples procesos biologicos, tales como proliferacion,
diferenciacion. Se ha considerado que estos exosomas de las células
mesenquimales pueden ser una plataforma con un gran potencial
terapéutico en terapias libres de células para tratar diferentes patologias
en la medicina regenerativa (Al-Ghadban y col., 2022).

En este estudio del potencial de diferenciacién de las MSCs del tejido
adiposo hacia el linaje epitelial, se tomaron los resultados mas
resaltantes de los cultivos en monocapa para observar las diferencias a
nivel ultraestructural de las células mantenidas bajo la condicién control
y con el medio inductor 1. Mediante este analisis ultraestructural se pudo
apreciar en los cultivos control de MSCs del tejido adiposo humano,
células aisladas y fusiformes donde los organelos seguian manteniendo la
morfologia caracteristica de estas células. Adicionalmente se observaron
algunas mitocondrias y figuras mielinicas. Estas caracteristicas
ultraestructurales concuerdan con las observadas en microscopia de
contraste de fases.
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En contraste con el control, las células cultivadas con el medio
inductor tipo 1 mostraron aparentemente una mayor densidad celular y
cambios a nivel ultraestructural, entre los que se destaca una mayor
proporcion de RER que sugiere una alta sintesis de proteinas.
Adicionalmente se observaron numerosas mitocondrias de diferentes
electrodensidades, lo que sugiere la coexistencia de poblaciones distintas
de mitocondrias, lo cual puede estar relacionado con la alta actividad
energética de las células.

Por otra parte, se evidenciaron multiples vesiculas pinociticas en el
citoplasma y una vesicula aparentemente recubierta por clatrina que pareciera
hacer contacto con la membrana celular de una célula vecina. Esto evidencia
una gran actividad celular donde posiblemente las proteinas sintetizadas por
RER son liberados por exocitosis y mediante endocitosis son incorporadas a
las células vecinas, probablemente se trata de factores solubles como factores
de crecimiento, enzimas, entre otros que podrian canalizar la diferenciacion de
las células adyacentes. Estas moléculas solubles son denominadas morfégenos
y pueden especificar la via de diferenciaciéon de mas de un tipo celular (Scott,
2006). A nivel de la proporcion de los organelos se puede decir que
cualitativamente se aprecia una mayor proporcion de RER, mitocondrias,
vesiculas y ribosomas libres en las células cultivadas en los medios
condicionados que en los controles. Esto representa una diferencia entre los
dos tipos de cultivo que permite sugerir que evidentemente ocurren cambios a
nivel ultraestructural en las células bajo la influencia de los medios
condicionados. Estas diferencias han sido reportadas en la transicion
mesénquima-epitelio donde ocurre un aumento gradual en la cantidad de los
organelos anteriormente sefialados (Ullman y col, 2007; Eastham y col, 2007).

Ademas de la actividad celular y la proporcion de organelos, el aspecto
mas resaltante bajo esta condicion fue el establecimiento de contactos
con las membranas de las células adyacentes evidenciado por el
engrosamiento de la membrana y la presencia de zonas electrondensas,
que sugiere que se podria estar iniciando el establecimiento de uniones
especificas. Esto podria estar relacionado con la sintesis de CK y E-
cadherina observada en los cultivos en monocapa. Estos resultados
concuerdan con los de Schneider y col. (2008) quienes observaron que las
MSCs de la médula o6sea bajo factores inductores epiteliales se
conectaban entre si mediante uniones especificas. Adicionalmente se ha
reportado que la expresion de CK 8 y CK18 es paralela con la formaciéon
de uniones especificas tipo desmosoma (Huang y col., 2008).

Finalmente, con base en los resultados obtenidos se ha evidenciado
que las células mesenquimales del tejido adiposo pueden diferenciarse
hacia células similares epiteliales, por lo tanto, podrian ser utilizadas
como una fuente de células madre en la bioingenieria y terapia celular del
tejido epitelial, asi como en estudios de diferenciacion celular.
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RESUMEN

La membrana amniética humana (MAH) esta formada por una capa epitelial de células
cuboidales, una membrana basal gruesa y un estroma avascular. Se sugiere que la matriz
extracelular de la MAH y sus componentes, son un candidato excelente para utilizar como
sustrato nativo en la ingenieria de tejidos. En este contexto y en funcién de los proyectos de
investigacién relacionados a la bioingenieria tisular que se han venido desarrollando en el
laboratorio, se disefié un sistema de cultivo in vitro con el objetivo de evaluar el uso potencial
de la MAH denudada y comparar la poblacion de células epiteliales de la MAH, con base en
sus caracteristicas morfolégicas, propiedades de adhesién y expresion de algunos marcadores
caracteristicos, cuando son cultivadas sobre el estroma avascular de la MAH como biosustrato
tridimensional, bajo la influencia de diferentes condiciones de criopreservacién. Las células
epiteliales cultivadas sobre el estroma de la MAH en fresco y vitrificada mostraron buena
adhesiéon y crecimiento, ademas expresaron marcadores tipicos del fenotipo epitelial, tales
como Pan-citoqueratina y E-cadherina. Estas caracteristicas nos permiten validar su uso como
biosustrato tridimensional para los cultivos celulares.

Palabras clave: membrana amniética humana, criopreservacion, vitrificacion,
biosustrato, células madre epiteliales.

Human Amniotic Membrane like
Three-dimensional Biosustrate

ABSTRACT

The human amniotic membrane (HAM) is formed by an epithelial layer of cuboidal cells, a
thick basement membrane, and an avascular stroma. It is suggested that the extracellular
matrix of HAM and its components are an excellent candidate for use as a native substrate in
tissue engineering. In this context and based on the research projects related to tissue
bioengineering that have been developed in the laboratory, an in vitro culture system was
designed to evaluate the potential use of denuded MAH and compare the population of MAH
epithelial cells, based on their morphological characteristics, adhesion properties and
expression of some characteristic markers, when they are cultured on the avascular stroma of
the HMA as a three-dimensional biosubstrate, under the influence of different cryopreservation
conditions. Epithelial cells cultured on the stroma of fresh and vitrified HMA showed good
adhesion and growth and also expressed typical markers of the epithelial phenotype, such as
Pan-cytokeratin and E-cadherin. These characteristics allow us to validate its use as a three-
dimensional biosubstrate for cell cultures.

Keywords: human amniotic membrane, cryopreservation, vitrification,
biosubstrate, amniotic epithelial stem cells.
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INTRODUCCION

La membrana amniética humana (MAH) es la capa mas interna de la
placenta y consiste en una delgada, trasltcida, elastica y semipermeable
membrana fetal, que se encuentra en contacto directo con el liquido
amni6tico (Niknejad y col., 2008). En los ultimos afios ha adquirido una
gran importancia debido a la capacidad que tiene para reducir la
inflamacién, mejorar la cicatrizaciéon de heridas, y ademas a que funciona
como un sustrato para la proliferaciéon y diferenciacién celular, ya que se
ha demostrado que la matriz extracelular de la MAH produce una amplia
variedad de factores de crecimiento que la hacen ideal para ser utilizado
como sustrato nativo en la ingenieria de tejidos (Elkhnaji y col., 2022).

La membrana amniética puede ser utilizada con su estructura integra,
ya sea con el epitelio amniético (MA intacta) o sin este (MA denudada)
(Niknejad y col., 2008). Se ha aplicado como sustrato para la proliferacion
de condrocitos humanos (Diaz —Prado y col, 2011) y para el cultivo de
melanocitos (Redondo y col., 2011), logrando ya su aplicacioén clinica en
pacientes. También se estd usando como sustrato para promover la
expansiéon de queratinocitos en la reconstrucciéon de la estructura
dérmica (Huang y col.,, 2012). La MAH es una nueva fuente de obtenciéon
de células madre epiteliales y mesenquimales. Estas células madre
pueden diferenciarse en queratinocitos, por lo cual se plantea su utilidad
para la regeneraciéon de la piel y su futuro potencial clinico (Lan y col,
2020).

En este trabajo nos planteamos aislar células epiteliales de la
membrana amnidtica humana y cultivarlas sobre el estroma de la MAH
denudada con el objetivo de evaluar su uso potencial como biosustrato
tridimensional que permita la adhesion y expresion de algunos
marcadores caracteristicos de las células epiteliales, asi como también la
proliferacién celular bajo la influencia de diferentes condiciones de
criopreservacion.

MATERIALES Y METODOS

Las membranas amni6ticas son obtenidas de placentas humanas
entre 38-40 semanas de gestacion, provenientes de partos por cesareas,
de madres gestantes, a las cuales se les realiza todos los ensayos
serologicos de HIV-1/2, Antigeno de superficie de la Hepatitis B,
Anticuerpo del Virus de la Hepatitis C (HCV) y Sifilis (VDRL). Las
placentas son suministradas por la Clinica Cristébal Rojas a través del Dr.
Gonzalez Teran y del Departamento de Ginecologia y Obstetricia del
Hospital Universitario de Caracas (HUC), bajo consentimiento informado
y con la aprobaciéon del Comité de Bioética del HUC y de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Central de Venezuela.
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Las placentas se transportaron en envases plasticos estériles al
Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Biologia de Tumores del IBE, a 4 °C.
En una campana de flujo laminar de seguridad biolégica se separa
manualmente la membrana amniética del corion de la placenta y
seguidamente se lava con Solucién Buffer de Fosfato libre de calcio y
magnesio (PBS), el cual contiene una mezcla de Antibi6ticos-Antimicético
(Penicilina, Estreptomicina, Gentamicina y Anfotericina B) al 2%.
Posteriormente, se extiende sobre gasas estériles para eliminar los restos
de sangre y se corta hasta obtener secciones pequefias.

Las secciones de tejido obtenidas son incubadas sin agitacion con una
mezcla de la enzima Dispasa II 1.2 U/mL en base de medio F12 a 4°C
durante 18 horas para posteriormente llevar a cabo la denudacion de la
membrana amniética. Seguidamente, los trozos de tejido se transfieren a
una placa de Petri estéril, donde son extendidos, cortados y con la ayuda
de un rastrillo se obtienen las células epiteliales, las cuales son
resuspendidas en PBS y se centrifugan en frio a 2446,66 g por 10
minutos. Posteriormente, las células se siembran con medio Eagle
Modificado por Dulbecco-F12 en proporcion 3:1 suplementado con 15%
de Suero Fetal de Bovino (SFB), 1% de Aminoacidos no esenciales, 1% de
Antibiéticos —Antimicético, 10 ng/mL de Factor de Crecimiento Epidermal
(EGF), 2mM de L-Glutamina y 1mM de Piruvato de Sodio, en placas de
cultivo las cuales estan cubiertas previamente con una pelicula de
Gelatina al 1%.

Criopreservacion del estroma de la membrana amnidtica. Para la
preservaciéon de la membrana amniética con glicerol se realizé la
metodologia propuesta por Irfan y col, (2010), con algunas
modificaciones. Las secciones de tejido fueron colocadas en tubos de
centrifuga e incubadas en medio de congelacién a 4°C, en una proporcién
1:1 de DMEM: Glicerol y guardadas en el congelador a -70°C.

Para la vitrificacibn de la membrana amniética se realizo la
metodologia propuesta por Moon y col. (2008), con algunas
modificaciones. Las secciones de tejido fueron colocadas en tubos de
centrifuga e incubadas en una solucion de equilibrio, 20% Etilenglicol en
PBS con 20% SFB, por 10 minutos. Posteriormente, se descarté el exceso
y se incub6 en Soluciéon de vitrificacion a 4°C, que contenia 40%
Etilenglicol, 18% Linfoprep, 0.3M Sacarosa y 20% SFB, y se sumergieron
directamente en nitrégeno liquido a -180°C.

Con el fin de evaluar el efecto del procedimiento de criopreservacion
sobre la membrana amniética denudada y sin denudar, las muestras
fueron descongeladas en un bano de Maria a 37°C, se rehidrataron en
solucién PBS y se fijaron con formalina al 10% para luego realizar la
evaluacion histoléogica correspondiente.
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Cultivo de las células epiteliales sobre el estroma de la membrana
amniética. La poblacion homogénea de células epiteliales con morfologia
poligonal obtenidas del cultivo primario y de los diferentes subcultivos,
son utilizadas para la siembra sobre el estroma de la membrana
amniética siguiendo el procedimiento que se describe a continuacién:
luego de realizar el contaje de las células viables se sembraron en placas
de 35 mm que contienen un anillo de acero inoxidable que sostiene y
delimita el area del biosustrato tridimensional para cada una de las
condiciones a ensayar (Figura 1), a una densidad de 2 x 10°
células/placa. Posteriormente, se incub6 a 37 °C en atmésfera huimeda al
5% de CO2 con cambios peridédicos de medio. Transcurrido el tiempo de
cultivo, las placas se fijaron con formalina al 10% y finalmente se
realizaron las evaluaciones histologicas correspondientes. Como control
negativo se utiliz6 al mismo tiempo muestras de membranas amniéticas
frescas recién denudadas y fijadas en formalina al 10%, que
posteriormente son procesadas para su evaluacién histologica.

Figura 1. Sistema empleado para el cultivo de las células epiteliales amniéticas
sobre el estroma de la MAH.

Con el fin de evaluar los cambios morfologicos que ocurrieron durante
el cultivo de las células epiteliales sobre el estroma de la membrana
amniética, se llevan a cabo observaciones periédicas al microscopio
invertido de contraste de fases, tomandose registros fotograficos digitales.
Ademas, se realiza la caracterizacién histolégica e inmunohistoquimica
en contra de los anticuerpos Pan-CK (anticuerpo monoclonal que
reconoce a la CK 4, 5, 6, 8, 10, 13 y 18 aislado de la A-432 carcinoma
epidérmico, dilucién 1:100, Santa Cruz Biotechnology) el cual es una
proteina de filamentos intermedios expresado en el citoesqueleto de las
células de origen epitelial y como marcador de la morfogénesis epitelial
temprana un anticuerpo contra E-cadherina (anticuerpo que reconoce los
aminoacidos 600 — 707 del dominio extracelular E-cadherinas, dilucion
1:100, Santa Cruz Biotechnology).

182



Navarro y col.: Membrana amniética humana como Biosustrato

RESULTADOS

En este trabajo se ensay6 el cultivo de células epiteliales amniéticas
sobre el estroma amniético avascular fresco, criopreservado con glicerol y
vitrificado usando como estrategia de cultivo, el cultivo tridimensional.
Particularmente, el uso de este modelo de cultivo ha brindado la
posibilidad de simular un microambiente y un soporte estructural similar
al que se encuentra en condiciones in vivo permitiendo examinar las
caracteristicas morfolégicas, la proliferacion e interaccién intercelular de
las células epiteliales amni6ticas sobre el biosustrato.

Para usar el estroma de la MAH como andamio, se debe remover el
epitelio de la membrana amniética humana para esto se us6 la Dispasa II,
la evaluacion histolégica nos revel6 una membrana amniética denudada
completamente libre de células epiteliales. Ademas, se pudo notar la
presencia de una membrana basal intacta por debajo de la cual se
distinguen claramente las células mesenquimales incluidas en la matriz
extracelular (Figura 2). Por otra parte, la poblaciéon de células epiteliales
obtenidas a partir de la membrana amniética humana se sembré y se
mantuvieron in vitro con la morfologia poligonal y uniones intercelulares
equivalentes al tejido nativo (Figura 3).

Membrana Amniética Humana

Células

Denudacién | Dispasa

l

Poblacién de Células epiteliales aisladas Estroma Fresco denudado
4

N

A Evaluacion

Histologica

Membrana Amniética denudada

Figura 2. Denudacion de la MAH con Dispasa donde se obtiene la poblaciéon de células
epiteliales y el estroma denudado. Evaluacion histolégica donde se puede apreciar el estroma
avascular libre de células epiteliales y la membrana basal.
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Figura 3. Monocapa de células epiteliales de la membrana amniética con morfologia poligonal.
8 dias de cultivo. Contraste de fases 200X.

Los resultados de los cultivos de las células epiteliales amniéticas
humanas sobre el estroma de la membrana amniética humana variaron
dependiendo de si el estroma era fresco, criopreservado con glicerol o
vitrificado. En este sentido, los resultados evidenciaron que las células
epiteliales amniéticas humanas, presentaron diferencias en cuanto a la
capacidad de adhesion y proliferacion caracteristica de las células cuando
éstas son cultivadas sobre el estroma amniético fresco, criopreservado
con glicerol y vitrificado. Con respecto a las células epiteliales amniéticas
cultivadas sobre el estroma de la membrana amniética en fresco (sin
criopreservacién), se observa una buena adhesion de las células
epiteliales sobre dicha capa estromal. A medida que transcurrieron los
dias, se form6é una monocapa (Figura 4A), al realizar los estudios
histolégicos se pudo apreciar una excelente integraciéon con el tejido,
manteniendo la morfologia y estructura tipica de células epiteliales e
incluso mostraron una estrecha unién intercelular, semejante a un
epitelio simple cubico (Figura 4B)

En cuanto a los cultivos de las células epiteliales sobre el estroma de
la membrana amnidtica vitrificada, se pudo distinguir un
comportamiento similar a lo observado en los cultivos sobre la membrana
amniética en fresco; es decir, un gran numero de células epiteliales
adheridas al biosustrato tridimensional vitrificado, las cuales proliferaron
rapidamente a medida que transcurrieron los dias de cultivo hasta
formar una monocapa (Figura 4C). Sin embargo, al observar las
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caracteristicas de estas células epiteliales sobre el estroma vitrificado se
pudo evidenciar un tapizado simple de células donde hubo una buena
adhesién, pero discontinuo en algunas zonas (Figura 4D).

En contraste a lo observado anteriormente, las células epiteliales
amniéticas mostraron una baja adhesién y proliferacion de las células
epiteliales al sustrato criopreservado cuando fueron cultivadas sobre el
estroma de la membrana amniética criopreservada con glicerol, (Figura
4E). Luego de 17 dias de cultivo, en las evaluaciones histologicas
correspondientes se pudo observar poca interaccion entre las células
epiteliales y el tejido criopreservado (Figura 4F).

Con base en los resultados anteriores, donde las células del cultivo
primario cultivadas sobre la membrana amniética vitrificada tienen una
buena adhesién y proliferacion, se decidié evaluar el comportamiento de
las células epiteliales que han sido subcultivadas sobre el estroma de la
membrana amniética vitrificada. En este sentido, se pudo observar al
microscopio de contraste de fases un gran numero de células epiteliales
amniéticas adheridas al sustrato vitrificado, las cuales proliferaron
rapidamente formando una monocapa (Figura 4G). Esto fue corroborado
a nivel histolégico donde se visualiza la formacién de una capa continua y
simple de células epiteliales con morfologia cuboidal, adheridas al
estroma de la membrana amniética vitrificado, indicando una buena
integracion de estas células con el tejido vitrificado (Figura 4H).

Figura 4. Evaluaciéon morfolégica de las CEMAH cultivadas sobre EMAH A-F.- Cultivo primario.
Ay B.- EMAH fresco. (A) 10 dias de cultivo. Contraste de fases 200X. (B) Seccién histolégica,
17 dias de cultivo. Coloracién Hematoxilina-Eosina (H/E) 250X. C y D.- EMAH vitrificado. (C)

10 dias de cultivo. Contraste de fases 200X. (D) Seccidon histologica, 14 dias de cultivo.
Coloraciéon H/E 250X. E y F. EMAH criopreservado. (E) 11 dias de cultivo. CF 200X. (F)
Seccidn histolégica, 17 dias de cultivo. Coloracion H/E 200X. G-H. ler Subcultivo de CEMAH
sobre EMAH vitrificado. (G) 5 dias de cultivo. CF 100X. (H) Capa simple de células epiteliales(*).
7 dias de cultivo. Coloracion H/E 250X.
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Por otro lado, también se caracterizé inmunohistoquimicamente las
células epiteliales en los cultivos de las células epiteliales amniéticas
sembradas sobre el estroma de la membrana como biosustrato
tridimensional, determinando asi la presencia de Pan-CK y E-cadherina
(Figura 5) marcadores caracteristicos del fenotipo epitelial.

Se pudo observar una expresiéon positiva moderadamente intensa para
Pan-CK de las células epiteliales amniéticas cultivadas sobre el estroma
amniético fresco (Figura 5A) y vitrificado (Figura 5B). En cuanto a la
expresion de E-cadherina, se aprecia claramente en algunas regiones la
expresion de esta proteina en las uniones que se observan entre célula —
célula de las células epiteliales amnioéticas cultivadas tanto en la
membrana amnioética fresca (Figura 5C) como en la vitrificada (Figura SD).

Figura 5. Secciones histolégicas de los cultivos de las CEMAH sobre el EMAH. Determinaciéon
inmunohistoquimica. A y B.- Pan-CK. (A) EMAH fresca. 10 dias de cultivo 1000X. (B) EMAH
vitrificado. 10 dias de cultivo 1000X. C y D. E-cadherina. (C) EMAH fresca. 10 dias de cultivo
1000X. (D) EMAH vitrificado. Células que expresan E-cadherina en las uniones intercelulares
(U) se puede ver claramente en la demarcada en el circulo.10 dias de cultivo 1000X.
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DISCUSION

Actualmente, las células presentes en la membrana amniética
humana son de gran interés ya que se consideran una fuente alternativa
de células madre con propiedades de autorenovacion y diferenciacion
para ser empleadas en la Medicina Regenerativa. (Hu y col., 2023).
Ademas, el estroma de la MAH por sus caracteristicas biolégicas puede
ser un elemento clave en la bioingenieria de tejidos, un andamio
biocompatible natural donde las células puedan adherirse, promoviendo
asi la migracion, la proliferacion y diferenciaciéon celular que van a
permitir la formacién de un nuevo tejido in vitro. (Fenelon y col., 2021).

En este trabajo primero se aislaron y establecieron los cultivos de
células epiteliales de la membrana amniética humana y posteriormente
se determiné el potencial que posee el estroma avascular de la membrana
amniética para ser usado como biosustrato tridimensional en los cultivos
de las células epiteliales amni6ticas.

Para usar el estroma de la MAH como andamio, se debe remover el
epitelio de la membrana amniética para esto se usé la Dispasa II, a nivel
histologico se pudo evidenciar una remocién completa de las células
epiteliales de la membrana amniética demostrando que la denudacién
con esta enzima es eficaz ya que rompe las uniones proteicas que existen
entre las células epiteliales lo que concuerda con lo reportado por
Koizumi y col. (2000), ésto sin alterar la membrana basal y el estroma
avascular como se ha sefialado en estudios similares realizados por
varios autores (Ti y col.,, 2002; Yam y col, 2002; Ohno-Matsui y col.,
2005). De la misma forma, en trabajos realizados con otros tipos de
tejidos se ha encontrado que tras el tratamiento con Dispasa II se
obtienen excelentes resultados en la separacion de la epidermis de la
dermis (Bello y col., 1998, Merentes, 2016), asi como en la remocién de la
mucosa nasal (Rodriguez y col., 2001), de la cornea y el limbo (Gipson y
Grill, 1982; Geggel y Gipson, 1989; Espana y col., 2003).

A diferencia del EDTA, la Dispasa actua enzimaticamente a nivel de
las uniones tipo hemidesmosomas que se encuentran en la membrana
basal por accion proteolitica. Se ha demostrado que esta proteasa neutral
obtenida del Bacillus polymyxa, tiene una alta especificidad para la
fibronectina y el colageno IV, lo que la hace particularmente adecuada
para separar facilmente el epitelio del tejido conectivo circundante,
ademas permite mantener viables las células epiteliales disgregadas
debido a la baja toxicidad de la Dispasa como se ha demostrado en
trabajos realizados por Romero y col. (1995) y Merentes (2016).

Con el fin de evaluar el efecto de la criopreservacion se comparé la
accién del glicerol y la vitrificacion sobre la membrana amniética humana

completa y denudada con Dispasa. En los resultados se pudo evidenciar
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pequenas diferencias en cuanto a la morfologia de las células que
componen la capa epitelial y el estroma avascular de la membrana
amniotica humana para ambos métodos de criopreservacién al
comparar estas con las células que conforman la membrana
amni6tica humana fresca.

Al observar los resultados obtenidos tras el tratamiento de la
membrana amniética humana completa con el glicerol, se puede apreciar
que luego de 10 dias de haber sido almacenada a -70°C ocurre una
pérdida de volumen en los ntucleos de las células epiteliales las cuales se
evidenciaron picnéticas como ha sido reportada en estudios realizados
por Heng (2009) con células madre mesenquimales derivadas de la
médula o6sea las cuales fueron criopreservadas con glicerol. Se ha
encontrado que luego de la criopreservacion con glicerol las células
epiteliales amniéticas y las células mesenquimales estromales presentan
sintomas de dafio y no son capaces de mostrar signos de viabilidad, ya
sea con algin colorante o en cultivos in vitro (Kruse y col, 2000),
posiblemente este fenémeno de reducciéon en el tamafio de los nucleos
que se observa en las células epiteliales se deba a este proceso de pérdida
de la viabilidad que se ha reportado en trabajos previos. Por su parte, al
observar los resultados obtenidos para la criopreservaciéon del estroma de
la membrana amniética humana con glicerol se pudo observar una
ausencia total de las células mesenquimales del estroma y alteraciones
en la composiciéon de la matriz extracelular que se evidencia por una leve
basofilia del estroma avascular en comparacion con el estroma de la
membrana amniética vitrificada, lo que no se corresponde con estudios
realizados por varios autores (Irfan y col., 2010, Wagner y col., 2018).

Se ha sefialado que la membrana amniética humana acelular puede
representar una alternativa mas apropiada y biocompatible para su
aplicaciéon en la medicina regenerativa mas que la membrana intacta, ya
que la descelularizacién estimula la adhesién y proliferacion (Hu y col.,
2023). Ademas, previene una respuesta inmunogénica después del
trasplante (Leal Marin y col., 2020).

Diferentes investigadores han realizado una serie de determinaciones
inmunocitoquimicas con el fin de evaluar la presencia de colageno (tipo I,
III, IV y V) y fibronectina en la membrana amniética humana luego de ser
criopreservada con glicerol, encontrando que si hay expresién positiva
hacia los colagenos y la fibronectina en la membrana amniética
criopreservada indicando que este método permite mantener la matriz
extracelular luego de la criopreservacion (Malak y col, 1999; Fukuda y
col.,, 1999). Debido a las diferencias observadas en la composicion del
estroma de la membrana amniética, luego de la criopreservacion seria
necesario realizar otro tipo de estudios para determinar si bajo nuestras
condiciones es posible mantener cada uno de los componentes que
conforman la matriz extracelular.
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Con respecto a los resultados obtenidos para el método de criopreservacion
por vitrificacién, tanto de la membrana amniética completa como del estroma
de la membrana amniética humana, se pudo evidenciar que luego de 10 dias
de almacenamiento a -120°C es posible conservar la membrana amniética y el
estroma sin presentar alguna alteracion en las caracteristicas morfologicas
tipicas de la membrana basal y el estroma avascular de la membrana,
demostrando que la vitrificacién es un método eficaz que permite preservar la
membrana amniética humana y el estroma amni6tico como en el tejido fresco,
sin alterar la integridad del tejido como se ha demostrado en los estudios
realizados con células mesenquimales derivadas de la membrana amni6tica
humana (Moon y col, 2008), de la médula ésea (Bahadori y col, 2009), en
ovocitos y embriones humanos (Cho y col, 2001; Kalliopi y col, 2008, Dey,
2016). Al observar los resultados obtenidos para la vitrificacion de la
membrana amniética completa se aprecié una leve reduccion en el tamafno de
los ntcleos que conforman las células de la capa epitelial, sin embargo esta
pérdida de volumen ocurre en menor proporciéon en comparacion con las
células epiteliales amnibticas que se encuentran en la membrana
amniética criopreservada con glicerol donde es mucho mas evidente y en
donde ademas la coloracion es intensamente baséfila, lo que concuerda
con estudios realizados por Bahadori y col. (2009), quienes demostraron
que por el método de vitrificacién es posible obtener una mayor viabilidad
celular en comparaciéon con los métodos tradicionales de congelamiento
lento, similar a lo obtenido por Kalliopi y col. (2008) tras comparar la
criopreservacion de embriones por glicerol y vitrificacion.

En nuestro laboratorio utilizando células madre mesenquimales
provenientes del cordén umbilical humano (CMCUH) criopreservadas por
vitrificacién y descongeladas por un periodo de 4- 16 semanas, se pudo
evidenciar que las células mantuvieron sus caracteristicas morfologicas,
capacidad de adherencia y proliferacion, asi como también su
potencialidad de diferenciacién neurogénica. Con base en estos
resultados se pudo plantear que la criopreservacion por vitrificacion es
un método eficaz ya que permite que las CMCUH conserven su identidad
morfolégica y su potencialidad de diferenciacién neurogénica después de
la congelacion (Sanchez, 2018).

En este estudio, se establecié un protocolo de vitrificacion donde se
empleo el etilenglicol como crioprotector, el cual es muy utilizado para la
vitrificaciéon de embriones de ratones (Kasai y col.,, 2004), blastocistos
humanos (Cho y col, 2001) y de células madre embrionarias (Nie y col.,
2009) concordando nuestros resultados con los obtenidos por Gajada y
col. (2007), encontrando que el etilenglicol es mucho menos téxico para la
vitrificacién en comparacién con otros crioprotectores. Ademas del
etilenglicol, la solucion de vitrificacion también emplea aditivos con altos
pesos moleculares, tales como la sacarosa, los cuales pueden reducir
significativamente la toxicidad por disminucién de la concentracion de
agentes permeables necesarios para la solucién de vitrificacién, y agentes
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como el Ficoll o en nuestro caso el Linfoprep, el cual es una
macromolécula que promueve la penetraciéon del crioprotector, y que se
ha demostrado tiene varias ventajas en cuanto a toxicidad, mayor
solubilidad y menor viscosidad (Kasai y col.,, 2004). Al igual que el
etilenglicol se ha encontrado que el glicerol tiene baja toxicidad para la
mayoria de las células, sin embargo, el principal inconveniente con este
crioprotector es que penetra lentamente en las células a diferencia del
etilenglicol (Gil-Loyzaga, 2011).

Se ha sefialado que durante el almacenamiento a temperaturas muy
bajas (-130°C) los procesos biologicos se detienen y no hay deterioro de las
muestras. El dafio potencial de la criopreservaciéon tiene lugar durante los
procesos de congelacion y descongelacion. Cuando las células se congelan a
0°C la presencia de solutos impide la formacién de hielo, pero si la congelacion
continta (-5°C a -15°C) comienza la formacién de hielo, preferentemente en el
espacio extracelular. La formacion del hielo extracelular da lugar a cambios en
la permeabilidad de la membrana de la célula, dando como resultado la salida
de agua de la célula. El dafio resultante va a depender de la velocidad de
descongelacion. Si las células se congelan lentamente contintia saliendo
agua de la célula y los cristales de hielo crecen, las células se contraen y
el contenido celular se concentra como se observa en los resultados
obtenidos para la evaluaciéon de la criopreservacién con glicerol de la
membrana amniética completa. El incremento de la concentracion de
solutos dentro de las células puede llegar a niveles toxicos y es una de las
causas mas importantes de muerte celular (Rota y col, 2005). La formaciéon de
hielo extracelular no es excesivamente peligrosa en el caso de las células en
suspension, pero puede danar tejidos y oOrganos, en los cuales el
mantenimiento de la arquitectura extracelular es crucial. Cuando la
congelacion es rapida, las células no son capaces de depender del agua para
mantener el equilibrio, sufren un super - enfriamiento y eventualmente,
alcanzan el equilibrio por congelacion intracelular lo que puede inducir el dafio
celular (Gil-Loyzaga, 2011). Sin embargo, se ha demostrado que cuanto mas
rapida es la velocidad de congelacién, mas pequerios son los cristales, asi si el
enfriamiento es suficientemente rapido, los cristales que se forman son muy
pequenos y las células toleran mejor su presencia aumentando la viabilidad
como se observa en los resultados obtenidos para la vitrificacion de la
membrana amnibtica completa y el estroma de la membrana.

En ambos métodos de criopreservacion es posible mantener una membrana
basal continua pero solo por medio de la vitrificacion es posible obtener un estroma
avascular intacto, indicando que el método de criopreservacion por vitrificacion
permite preservar mejor la membrana amniética denudada en comparaciéon con la
criopreservacion con glicerol. Sin embargo, se ha sefialado que para la aplicaciéon de
la membrana amniética y del estroma de la membrana amni6tica humana como
biosustrato y en terapia el requisito primordial es la conservacion de la membrana
basal y la matriz extracelular mas no de las células epiteliales y/o células
mesenquimales estromales (Niknejad y col, 2008; Muinos, 2010).
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Con el fin de analizar la capacidad del estroma de la membrana
amniética humana como biosustrato se ensay6 el cultivo de células
epiteliales amniéticas sobre el estroma avascular fresco, criopreservado
por glicerol y vitrificado usando como estrategia de cultivo, el cultivo
tridimensional. Particularmente, el uso de este modelo de cultivo, ha
brindado la posibilidad de simular un microambiente y un soporte
estructural similar al que se encuentra en condiciones in vivo
permitiendo examinar las caracteristicas morfologicas, la proliferaciéon e
interacciéon intercelular de las células epiteliales amniéticas cuando son
cultivadas sobre un biosustrato tridimensional derivado de la membrana
amniética humana. En este sentido los resultados evidenciaron que el
patréon de adhesion de las células epiteliales amniéticas humanas,
present6 diferencias en cuanto a la capacidad de adhesién y proliferacion
caracteristica de las células cuando éstas son cultivadas sobre el estroma
amniético fresco, criopreservado con glicerol y vitrificado.

De acuerdo a los resultados obtenidos se pudo observar en la evaluacion
histologica realizada a la membrana amniética humana recién denudada con
la enzima Dispasa II (control negativo), la ausencia de la capa epitelial
amniética indicando que la denudaciéon fue completa y exitosa, y que al
momento de realizar el cultivo de las células epiteliales sobre el estroma de la
membrana amni6tica no habia restos de células epiteliales amni6ticas sobre
este. Ademas, nos permiti6 evidenciar la presencia de una membrana
basal intacta formando un plano por debajo del cual se distinguen las
células mesenquimales incluidas en la matriz extracelular.

Con respecto a las células epiteliales amniéticas cultivadas sobre el
estroma de la membrana amniética en fresco (sin criopreservacion), se
pudo apreciar una buena adhesiéon por parte de las células epiteliales
sobre dicha capa estromal, las cuales formaron una monocapa donde se
evidenciaron una gran cantidad de células con morfologia similar a
poligonal organizadas unas al lado de las otras e integradas con el tejido
formando un epitelio similar a un epitelio simple que resultaron positivo a la
expresion de Pan-CK y E-cadherina, encontrando que las caracteristicas
histologicas de estas células fue similar a las observadas en la membrana
amniética humana completa (Niknejad y col, 2008; Ilancheran y col, 2009;
Dobreva y col, 2010; Diaz-Prado y col, 2011). Ademas, la membrana
amniética humana en fresco provee un microambiente favorable que
permite la proliferacion y el mantenimiento in vitro del fenotipo de las
células como se ha encontrado en el trabajo realizado por Yang y col
(2006), quienes demostraron que el amnios denudado sirve como
sustrato para la construccién de una equivalente de piel humana al
cultivar queratinocitos sobre la membrana amniética denudada.

Por su parte, en los cultivos de las células epiteliales amniéticas sobre
el estroma de la membrana amniética vitrificada se observaron células
epiteliales adheridas sobre el biosustrato vitrificado y wuna alta
proliferacion de las células que fue corroborado por la evaluacion

191



ACTA BIOLOGICA VENEZUELICA VOL. 43(2)

histolégica, donde se evidencié un capa epitelial formada por células con
morfologia poligonal dispuestas a lo largo de la membrana basal con una
organizacion similar a la observada en los cultivos de las células
epiteliales sobre el estroma amniotico fresco, las cuales fueron positivas
contra Pan-CK y E-cadherina. Estudios recientes han demostrado que las
células madre limbales pueden proliferar rapidamente y formar un
epitelio normal sobre la membrana amniética humana denudada y
vitrificada (Baharvand y col, 2007; Rendal y col., 2012). De igual manera,
al realizar los subcultivos de las células epiteliales amniéticas sobre el
estroma de la membrana vitrificado se obtuvo la formaciéon de una capa
epitelial simple con células poligonales adheridas al estroma e integradas
al tejido como habria de esperarse de acuerdo a lo expuesto
anteriormente demostrandose que la membrana amniédtica humana
vitrificada sirve de sustrato para amplificar los cultivos de las células
epiteliales amnidticas similar a lo obtenido en cultivos de las células
epiteliales del limbo (Meller y col., 2000).

En contraste, al observar los resultados para las células epiteliales
amnibticas cultivadas sobre el estroma de la membrana amniética
criopreservado con glicerol, se pudo apreciar baja adhesion de las células
epiteliales al estroma amnibdtico y algunos grupos de células bajo las
condiciones de conservaciéon suministradas al estroma. Asi mismo, al realizar
el analisis histolégico se evidenciaron células con morfologia poligonal
adheridas al estroma criopreservado lo que no concuerda con lo reportado por
varios autores al cultivar células epiteliales limbicas (Koizumi y col., 2000;
Baharvand y col, 2007), endoteliales de la coérnea (Ishino y col, 2004) y
melanocitos (Redondo y col, 2011) sobre la membrana amniética humana
denudada y criopreservada con glicerol. Ademas, se pudo observar que la tasa
de adhesion entre los diferentes cultivos presenté un patrén de diferencia,
encontrandose una baja tasa de adhesion al cultivar células epiteliales
amni6ticas sobre el estroma criopreservado con glicerol en comparaciéon a lo
encontrado en los cultivos de las células epiteliales sobre el estroma fresco y
vitrificado, donde se obtuvo una alta adhesién y proliferaciéon de las células
desde el primer dia de cultivo. Estas diferencias en el patréon de adhesion
podrian explicarse por las propiedades que presentan los sustratos luego de su
criopreservacion y ademas a las interacciones resultantes entre las células y la
matriz extracelular (Jin y col., 2007).

Las células epiteliales obtenidas a partir de la membrana amniética
humana mantuvieron la caracteristica morfolégica poligonal y aparentes
uniones intercelulares que expresan en el tejido nativo. Esto se debe a la
simulacién de un microambiente constituido por un medio apropiado
(DMEM/F12, 15% SFB, EGF) y un biosustrato rico en colageno y
fibronectina, el cual favorece el cultivo de las células epiteliales. Ademas,
se ha sefalado que el EGF mantiene y estimula el crecimiento de las
células epiteliales manteniéndose las uniones intercelulares y la
interacciéon con la membrana basal.
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Como se ha mencionado anteriormente, se han empleado una serie de
anticuerpos monoclonales que permiten reconocer especificamente a las
células epiteliales. De esta forma en diversos estudios se han utilizado
Pan-CK y E-cadherinas. En este trabajo, los resultados obtenidos para
las determinaciones inmunocitoquimicas realizadas a las células
epiteliales amniéticas cultivadas sobre el estroma de la membrana
amniética humana en fresco y vitrificada mostraron una expresion
positiva y una amplia distribucién de estos marcadores en las células
presentes en la capa epitelial de la membrana amniética, alrededor del
nucleo y en las uniones intercelulares, indicando que las células
presentes en el nuevo epitelio formado era de naturaleza epitelial, lo que
concuerda con los diferentes estudios que se han realizado sobre estas
células epiteliales amniéticas (Regauer y col., 1985; Miki y col., 2005;
Illancheran y col., 2009; Diaz-Prado y col, 2010a; Niknejad y col,, 2010;
Manuelpillai y col., 2011) y con células epiteliales del iris cultivadas sobre
la membrana amniética denudada y criopreservada en glicerol (Ohno-
Matsui y col., 2006).

El hecho de que las células epiteliales cultivadas sobre el estroma de
la membrana amni6tica en fresco y vitrificada tenga una buena adhesién,
crecimiento, ademas del mantenimiento de la morfologia epitelial
expresando los marcadores Pan-CK y E-cadherina nos permite validar su
uso como biosustrato tridimensional para los cultivos celulares.
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RESUMEN

El desarrollo de sistemas in vitro permite dilucidar parte de los mecanismos de la
espermatogénesis que son dificiles de abordar en el organismo. En este contexto, nos
planteamos caracterizar cultivos primarios de células madre aisladas del tejido del testiculo de
ratén recién destetado. Los cultivos obtenidos mostraron una poblacién heterogénea formada
por diferentes tipos celulares. Por medio de técnicas histoquimicas, se pudo evidenciar la
presencia de células madre de la linea germinal; tipo espermatogonias (SSCs) y espermatocitos,
asi como también células somaticas; células mioides peritubulares y las células de Sertoli,
estas ultimas parecen ser cruciales para el mantenimiento de las SSC in vitro, debido a la
influencia de diversos factores segregados por ella, que estimulan la proliferacién celular. Es
importante destacar que bajo las condiciones suministradas in vitro se pudo observar, ademas,
células similares a espermatidas lo que pudiera sugerir una diferenciacién espontanea a partir
de espermatogonias sin utilizar factores inductores conocidos.

Palabras clave: células germinales, células Sertoli, testiculo, cultivos primarios.

Characterization of the primary culture of mouse
testicle germ cells

ABSTRACT

The development of in vitro systems makes it possible to elucidate part of the spermatogenesis
mechanisms that are difficult to address in the organism. In this context, we set out to
characterize primary cultures of stem cells isolated from the testis tissue of newly weanling
mice. The cultures obtained showed a heterogeneous population formed by different cell types.
AUsing histochemical techniques, it was possible to demonstrate the presence of stem cells of
the germinal line, type spermatogonia (SSCs), and spermatocytes, as well as somatic cells;
peritubular myoid cells and Sertoli cells, the latter seem to be crucial for the maintenance of
SSCs in vitro, due to the influence of various factors secreted by them that stimulate cell
proliferation. It is important to highlight that under the conditions provided in vitro,
spermatid-like cells were also evident, which could suggest spontaneous differentiation from
spermatogonia without using known inducing factors.

Keywords: germinal line, testis, primary culture, Sertoli cells.
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INTRODUCCION

Las células madre se caracterizan por tres propiedades: la
autorrenovacion, la capacidad de desarrollarse en maultiples lineas
celulares y el potencial de proliferar extensamente (Bosch y col, 2007).
Estas células constituyen el origen y el reservorio de todos los tipos de
tejidos del organismo. Asi tenemos las células germinales que mantienen
su potencialidad y que pueden dar origen al évulo en el género femenino
o al espermatozoide en el masculino (Lechner, 2007).

Los testiculos estan compuestos por los tubulos seminiferos formados
por un epitelio seminifero el cual se encuentra apoyado sobre una lamina
basal y una capa de células mioides peritubulares que rodea todo ttbulo;
el epitelio seminifero esta conformado por las células de Sertoli y los
diferentes estadios celulares de la linea germinal masculina, es decir,
espermatogonias, espermatocitos, espermatidas y espermatozoides.

Un grupo de investigadores en el 2011 lograron por primera vez la
producciéon de espermatozoides funcionales por métodos in vitro, a partir
de fragmentos de tejido testicular de ratones neonatales en un sistema de
cultivo de 6rganos en geles de agarosa, lo que tiene una gran importancia
en el campo del cultivo de células de los testiculos, ya que este proceso
no se habia podido reproducir en mamiferos fuera del organismo (Sato y
col., 2011). Principalmente, se requiere utilizar sistemas de cultivo
tridimensionales, para que ocurra el proceso de espermatogénesis (Sato y
col.,, 2012; Mahmoud, 2012), a través de este método se ha logrado la
induccién de células espermatogénicas de ratones inmaduros incluidas
células similares a espermatozoides (AbuMadighem y col., 2018).

Recientemente se logré la recapitulacion exitosa de la organogénesis de
gonadas fetales y se produjeron espermatidas haploides derivadas in vitro
mostrando que estas sufren la recombinacion meiética. Ademas, confirmaron
que estas espermatidas fueron capaces de fertilizar ovocitos y soportar el
desarrollo temprano del embriéon (Yuan y col, 2020). En este contexto se
plantea que las técnicas in vitro son un modelo alternativo para estudiar la
meiosis masculina que son dificiles de abordar en los modelos biolégicos in
vivo como por ejemplo, el ratén, aunado a esto es importante considerar los
aspectos éticos cuando se aplican los tratamientos fisicos y quimicos en
animales, que inducen dafios en el ADN para estudiar su impacto sobre la
meiosis, hoy en dia es esencial considerar los principios de las 3R en la
investigacién animal (Lopez Jiménez y col., 2023).

La manipulacién in vitro de células germinales ofrece la oportunidad
de estudiar los mecanismos que subraya la continuacién de la linea
germinal y desarrollar nuevas técnicas para su modificacién o para
terapia celular. Asi mismo con estos modelos biolégicos se puede estudiar
el efecto de compuestos que regulan la proliferacion y diferenciacion de
las células tipo espermatogonias (Travers y col., 2013).
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Investigaciones con células SSC de linea germinal masculina,
demuestran el potencial de estas células para ser la pieza central de una
nueva era de aplicacion clinica para el tratamiento de la infertilidad y la
medicina regenerativa (Kubota y Brinster, 2006; Diao y col., 2022).

En virtud del conocimiento sobre estas células germinales, la
importancia que tienen en la producciéon de un nuevo organismo y los
diferentes problemas que se presentan en el momento de la reproduccion
por el dafio o poca funcionalidad de este tipo celular, en este trabajo se
ha planteado estudiar el mantenimiento y caracterizacion de células
germinales de testiculo de ratén como modelo in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Ratones de la cepa NMRI de sexo masculino recién destetados, fueron
utilizados debido a que a esta edad los tubulos seminiferos poseen mayor
proporcién de SSCs en comparacion con los de edades mas avanzadas, segin
un trabajo realizado por De Rooij y Mizrack en el afio 2008. Los ratones fueron
suministrados por el Bioterio del Instituto de Biologia Experimental (IBE), de
la Facultad de Ciencias, de la Universidad Central de Venezuela.

Los ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical para la
extraccion de los testiculos en condiciones de asepsia. Estos se utilizaron
para establecer el cultivo primario de las células germinales y/o para el
procesamiento histolégico y analisis de las caracteristicas morfologicas
del tejido testicular.

Aislamiento y establecimiento del cultivo primario de las células
germinales de testiculo de raton. La diseccion del animal se realizé bajo una
campana de flujo laminar horizontal para evitar cualquier tipo de
contaminacion. Los testiculos de ratéon obtenidos se colocan en solucién buffer
fosfato libre de calcio y magnesio (PBS) eliminando el tejido adiposo y el
epididimo para evitar la contaminacién del cultivo con otro tipo celular,
ademas se le desprende cuidadosamente la tinica albuginea. Posterior a esto,
el material se disgregd mecanicamente hasta obtener cortes de
aproximadamente 2 mm, para la realizacion de la disgregacién enzimatica.

Los trozos de tejidos de los testiculos de ratén se expusieron a la
accién de una solucién de Tripsina 0,25% con una solucién de Acido
Etilendiaminotetraacético (EDTA) 0,04% en una proporcion 1:4 a través
de pipeteos continuos, a una temperatura de 37°C; inmediatamente
completada la disgregacion, se inactivo la accion de la enzima agregando
medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco’s (DMEM), suplementado
con 10% de suero fetal de bovino (SFB), 100 um/mL de Estreptomicina y
100 U/mL de Penicilina; la suspension celular obtenida se centrifug6 a
724,5 g por 10 minutos (3 veces) y el taco celular se resuspendi6é en
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medio nutritivo para luego ser sembrado en placas de plastico cuya area
depende de la cantidad de células viables obtenidas, determinada por
medio del colorante azul Tripano y el uso de una camara de Neubauer.

Los cultivos primarios fueron mantenidos en incubacién en atmoésfera
humeda de 5% de COza 37°C, y el medio fue reemplazado cada dos o tres
dias dependiendo de los requerimientos del cultivo, hasta la confluencia
de las células en monocapa.

Caracterizacion morfologica de las células germinales de testiculo
de raton. Las células germinales obtenidas en los cultivos fueron
caracterizadas morfolégicamente realizando diferentes metodologias, a través
de registros fotograficos digitales, con coloraciones histoquimicas de rutina
May-Griinwald-Giemsa y la coloracion con acido periédico de Schiff, ademas
se realiz6 la determinacién inmunocitoquimica con el anticuerpo primario
monoclonal de ratéon anti-vimentina, que reconoce la vimentina en los
filamentos intermedios del citoplasma de las células de Sertoli. Para la
evaluacion mediante histoquimica de lectinas se utiliz6 la lectina Dolichus
biflorus (DBA) con afinidad a a-N-acetil-D-galactosamina, ya que se ha
sugerido que es un marcador especifico para caracterizar las células
madre de espermatogonias (Izadyar y col., 2003; Aguilar y col., 2004).

RESULTADOS

En este trabajo se analiz6 las caracteristicas morfolégicas del tejido
testicular de raton recién destetado para luego establecer y caracterizar
los cultivos primarios de las células de testiculo de ratén. Con relacién a
las caracteristicas histolégicas del testiculo de raton recién destetado, se
puede apreciar que los tibulos estan rodeadas por una membrana basal
e inmediatamente se encuentra una capa de células mioides
peritubulares con morfologia fusiforme, el epitelio es estratificado
compuesto por células con variedad fenotipica, observando diferentes
estadios de las células espermatogénicas, como las espermatogonias con
morfologia redondeada que presentan un gran nucleo ovoide y un
citoplasma escaso, estas células se localizan en la base del epitelio
seminifero; a medida que se van diferenciando se van alejando de la base
del tabulo seminifero acercandose al lumen de éste, manteniendo las
conexiones citoplasmaticas.

También se encuentran los espermatocitos primarios que se pueden
distinguir por poseer mayor proporcién de citoplasma que las
espermatogonias y presentan un gran nucleo ovéide (Figura 1A). Ademas,
en la Figura 1B se puede observar una estructura formada por una serie
de conductos denominada epididimo, cada conducto estd compuesto por
un epitelio y en el lumen de este se puede detectar células tipo
espermatogonias.
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Figura 1. Corte histolégico de testiculo de raton recién destetado. (A) Detalle de un tibulo
seminifero mostrando diferentes estadios celulares de la espermatogénesis y asi como las
células mioides peritubulares (MP) y la membrana basal (MB) 400X. (B) Detalle del epididimo
en cuyo lumen (*) se observan células espermatogonias 400X. Coloraciéon Hematoxilina-Eosina.

Establecimiento del cultivo primario de las células germinales de
testiculo de raton. El cultivo primario de las células germinales de
testiculo de ratén se establecié de manera eficaz utilizando la técnica de
disgregacién enzimatica con la enzima Tripsina combinada con el agente
quelante EDTA. Las condiciones brindadas a las células cultivadas en
monocapa, permitieron la proliferacion y mantenimiento del potencial de
diferenciacion de las células tipo espermatogonias.

En la Figura 2 se muestra los cultivos primarios de células de
testiculo de ratén donde se contempla una poblacién celular heterogénea,
observandose en general células con un citoplasma irregular y extendido,
similares a las células somaticas del testiculo, estas células se adhieren
facilmente a la superficie de cultivo formando una monocapa confluente.
El otro tipo celular que se observa son células con morfologia
redondeadas similares a las células de espermatogonias que
generalmente crecen por encima de la monocapa formada por las células
somaticas.

Figura 2. Poblaciones celulares obtenidas por disgregacion enzimatica con Tripsina-EDTA.
Cultivo primario de 20 dias. (A) Se observa una heterogeneidad celular. Células con el
citoplasma extendido (*) y células redondeadas. Contraste de fases 200X. (B) Detalle de células
redondeadas similares a las células de espermatogonias. Contraste de fases 400X.
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Las células similares a las espermatogonias en cultivo se pueden encontrar
aisladas o formando grupos de diferentes maneras, unas alineadas formando
una colonia en hilera y otras se agrupan formando agregados celulares
tridimensionales tipo globular (Figura 3A), que de igual forma generalmente
crecen sobre la monocapa de células somaticas y se conectan e
interactuan a través de puentes citoplasmaticos (Figura 3B).

Figura 3. (A) Tipos de colonias formadas por células redondeadas similares a espermatogonias.
Se observa un grupo de células alineadas formando una colonia en hilera (punta de flecha) y
otros grupos formando agregados celulares tipo globular (*). Contraste de fases 200X. (B)
Cultivo primario de 3 dias en donde se puede observar células somaticas (flecha) y células
similares a espermatogonias (punta de flecha), estas tltimas conectadas a través de puentes
citoplasmaticos. May-Grunwald-Giemsa 200X.

Las colonias las SSCs se conectan a través de puentes citoplasmaticos
constituyendo un sincitio, pudiéndose comunicar entre ellas y sincronizar
su desarrollo, estos puentes mencionados pueden indicar una citocinesis
incompleta de las SSCs.

En este trabajo caracterizamos a nivel histoquimico los cultivos
primarios con la lectina DBA y con el PAS, con lo que se pudo comprobar
la presencia de células espermatogénicas en los cultivos (Figura 4). Con
la Lectina DBA se observa un marcaje en las células similares a las
espermatogonias, mientras que las células somaticas no mostraron
marcaje (Fig. 4A), ademas se puede apreciar claramente las diferentes
intensidades del marcaje segun la morfologia de las células, las mas
redondeadas mostraron un mayor marcaje y se puede evidenciar la
presencia de un nucleo prominente con un nucléolo, estas células
presentan escaso citoplasma, mientras que otras células también
marcadas pero en menor intensidad presentan forma alargada, con
mayor cantidad de citoplasma, presencia de una vacuola y el ntucleo
desplazado hacia un extremo, estas células son similares a espermatidas
alargadas (Figura 4B).
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Con la coloracion PAS también se pueden distinguir las células
espermatogénicas, las cuales son PAS-positivas mostrando una
coloracion rosa a diferencia de las células somaticas que no reaccionan al
PAS, de igual forma se puede observar la presencia de células alargadas
con menor reaccién. Las células mas redondeadas se ven agrupadas
formando colonias en hilera, donde se puede observar los puentes
citoplasmaticos que conectan unas células espermatogénicas con otras
de la misma morfologia (Figura 4C y 4D).

Figura 4. Cultivo primario de células de testiculo de ratén de 20 dias. (A) Células similares a
espermatogonias marcadas con la Lectina DBA con morfologia redondeada con marcaje
intenso en el nucleo (flecha) y células con morfologia alargada con el nuicleo desplazado hacia
un extremo (punta de flecha) con menor marcaje 400X. (B) Células similares a
espermatogonias intensamente marcadas (punta de flecha) y células con morfologia alargada
similares a espermatidas con menor marcaje (flecha). Lectina DBA 400X. (C) Células similares
a espermatogonias PAS+ alineadas formando una colonia en hilera (*), otras células en forma
alargada similares a espermatidas con una menor coloracioén (punta de flecha) y células
somaticas PAS-negativas (flecha) 200X. (D) Células similares a espermatogonias donde se
observa la intensidad de la reaccién al PAS de estas células agrupadas en hilera (*) y formando
agregados celulares unidas a través de puentes citoplasmaticos en ambos casos, también se
observan células no reactivas al PAS con un nucleo y citoplasma irregular (flecha). PAS 400X.

Por otro lado, se caracterizé un cultivo primario de 6 dias, para determinar
la presencia de las células de Sertoli, la caracterizacion se realizd con el
anticuerpo anti-vimentina que reconoce los filamentos intermedios. La Figura
5 muestra el marcaje positivo a la inmunocitoquimica en contra de
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vimentina de una célula binucleada con gran extensiéon del citoplasma
similar a las células de Sertoli, interactuando con células con
caracteristicas similares a las espermatogonias.

Figura 5. Cultivo de células marcado inmunocitoquimicamente con el anticuerpo anti-
vimentina. Se observa sélo el marcaje positivo a la vimentina de una célula binucleada con
gran extensién del citoplasma interactuando con las células similares a las espermatogonias
400X.

DISCUSION

Actualmente las células de la linea germinal masculina son de gran
interés ya que podrian ser una fuente de células madre adultas. Estas
células residen en los testiculos de los organismos en donde sufren un
proceso de proliferacion y diferenciaciéon estimulado y mediado por
diversos factores y por el microambiente en donde se encuentran.

Las células germinales masculinas se han logrado aislar y mantener
en cultivo bajo diferentes estrategias y microambientes in vitro, que han
permitido su estudio para ser usadas como fuente de células para la
medicina reproductiva y la bioingenieria tisular (Brinster y Avarbock,
1994; Cui y col, 2023). Del mismo modo, se han logrado diferenciar
hacia su propio linaje e incluso hacia otros fenotipos celulares en cultivo.

Debido a la importancia que podrian tener estas células madre de
espermatogonia como modelo de estudios basicos de la biologia del
desarrollo testicular y de las grandes posibilidades de aplicacién en
terapias celulares para el tratamiento de la infertilidad asi como de
trastornos genéticos (Kubota y Brinster, 2006; Kulibin y Malonina 2023),
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en este trabajo presentamos una serie de metodologias que permiten
aislar y cultivar las células germinales del testiculo de ratén, evaluando el
potencial de proliferacién y diferenciacién de las células madre de
espermatogonias.

El cultivo primario de las células germinales de testiculo de raton se
estableci6 de manera eficaz utilizando la técnica de disgregacion
enzimatica con la enzima Tripsina combinada con el agente quelante
EDTA. Las condiciones brindadas a las células cultivadas en monocapa,
permitieron la proliferacion y mantenimiento del potencial de
diferenciacion de las células tipo espermatogonias.

El cultivo primario presenté una heterogeneidad celular, la cual es
dependiente de las caracteristicas intrinsecas del tejido testicular. Se
pudo apreciar la presencia de diferentes fenotipos, entre ellos se
observaron células de la linea germinal como espermatogonias y
espermatocitos, ademas de células somaticas como las células de Sertoli
y mioides peritubulares, estas ultimas tienen caracteristicas de células
musculares, con morfologia alargada tipo fusiforme con un nucleo central
de manera similar como se presenta in vivo (Vivas, 2007), esta
morfologia pudo ser apreciada en todos los cultivos primarios
establecidos, aunque en una baja proporcién con respecto a los otros
tipos celulares observados.

En relacion a las células espermatogonias tipo A conocidas como las
células madre de la linea germinal masculina, las SSCs y su morfologia
han sido descritas como células redondeadas con el ntucleo ovoide
prominente con cromatina que abarca la mayor parte de la célula (Ross y
Pawlina, 2007) ademas presentan un citoplasma escaso (Izadyar y col,
2003; Tu y col.,, 2007). En nuestro trabajo se logré obtener células con la
morfologia descrita por estos autores, sin embargo, en los cultivos no es
posible diferenciar los diversos tipos de SSCs bajo el microscopio de
contraste de fases, ya que los cambios morfologicos entre las diferentes
poblaciones de espermatogonias tipo A no son muy marcados y en la
actualidad no se conocen marcadores especificos que permitan
diferenciar inequivocamente cada una de ellas (Nagano, 2011).

Los tipos celulares de la linea espermatogénica encontrados en los
primeros dias del cultivo primario como se ha mencionado fueron las SSCs y
los espermatocitos, la ausencia de los otros fenotipos como espermatidas y
espermatozoides, se debe a que el material biolégico utilizado para el
establecimiento del cultivo primario fue ratones neonatos de aproximadamente
20 dias de nacido, segiin investigaciones anteriores hay evidencia de que a los
14 dias después del nacimiento del ratén, la poblacion de las células
germinales testiculares estad constituida sélo por SSCs y espermatocitos
(Bellvé y col., 1977; De Rooij y col.,, 2008), ademas Nagano y col. (2003)
reportaron la ausencia de espermatidas en ratones de 18 dias de nacidos,
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lo que es de relevante importancia en este trabajo para estudiar la
caracterizacion y la diferenciacion de las SSCs in vitro. Las variantes
inherentes a las propiedades biolégicas como la edad de los ratones,
tienen importantes efectos en el cultivo, pues se ha demostrado que los
cultivos de SSCs tienen mayor éxito cuando las células son de testiculo
de ratoén recién nacido (Brinster y Zimmermann, 1994).

En cuanto al comportamiento de los diferentes tipos celulares en el
cultivo en monocapa, se observo que al inicio del establecimiento muchas
células somaticas se adhieren al sustrato a los primeros dias de cultivo
formando una monocapa celular, pero un nimero importante de células
germinales que se distinguen por su morfologia y tamafio se mantuvieron
flotantes en el cultivo, después de ser incubadas 3 dias, unas pocas
células germinales lograron adherirse al sustrato y la mayoria de ellas
sobre la monocapa de células somaticas adherentes, estas observaciones
concuerdan con lo reportado por Kanatsu-Shinohara y col. (2003).
Algunos autores han publicado que las SSCs pueden proliferar en suspension,
pero su proliferacién es mas activa cuando se encuentran conectadas a una
matriz o a una capa de cé€lulas alimentadoras o “feeder layer” (Tu y col, 2007;
Kanatsu- Shinohara y col, 2010; Kossack y col, 2009).

Luego de la adhesién de las SSCs a la monocapa de células somaticas,
algunas de ellas se mantuvieron aisladas como células individuales y la
mayoria se agruparon formando diferentes tipos de colonias que
aumentaron de tamano al transcurrir los dias de cultivo, unas células se
alinearon una al lado de la otra formando hileras y otras formaron
agregado celulares tipo globular, el mismo comportamiento fue reportado
por Koruji y col. (2007), quienes aislaron y purificaron los diferentes tipos
celulares de testiculo de ratéon, y observaron la formacién de agregados
tipo globular de SSCs, al sembrar estas células germinales
indiferenciadas sobre una monocapa confluente de células de Sertoli. En
cuanto a las colonias en hilera, esta agrupacién celular se ha observado
al cultivar las SSCs de testiculo de ratén sobre una “feeder layer” en
presencia de factores de crecimiento como GDNF, GFRal soluble y FGF2,
ademas se forman agregados celulares tipo globular (Yeh y col., 2007).

Las colonias las SSCs se conectan a través de puentes citoplasmaticos
constituyendo un sincitio, pudiéndose comunicar entre ellas y sincronizar
su desarrollo, estos puentes mencionados pueden indicar una citocinesis
incompleta de las SSCs, y probablemente tienen como funcién facilitar
interacciones bioquimicas que permitan la maduracién sincrénica de las
células de la linea germinal (Eynard y col., 2008).

Los estudios morfolégicos de las células se realizaron a través de
coloraciones de rutina Hematoxilina-Eosina y May-Grinwald-Giemsa.
Las SSCs se tifien intensamente con ambas coloraciones mostrando sus
caracteristicas tipicas, es decir, el niicleo ovoide prominente se muestra
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intensamente basoéfilo ocupando la mayor parte de las células con el
citoplasma tenido levemente, las conexiones citoplasmaticas que
conectan a las SSCs se observa claramente con la coloracion May-
Grunwald-Giemsa, estas caracteristicas histologicas han sido reportadas por
Izadyar y col (2003). En los cultivos de 18 dias coloreados con Hematoxilina-
Eosina se pudo apreciar la presencia de otra morfologia celular similar las de
SSCs, pero con modificaciones en el citoplasma; estas células se observaron
un poco alargadas, mostrando una transformacién estructural de las células
en donde pudieran estar ocurriendo cambios a nivel de la organizaciéon celular,
esto nos permite presumir una diferenciacion de las SSCs hacia espermatidas.

Algunos investigadores han sefialado el uso de determinaciones
histoquimicas como el PAS y la Lectina DBA para caracterizar las células del
linaje espermatogénico, ellos sugieren que tanto el reactivo de Schiff (Chang y
col.,, 2001; Aguilar y col, 2004) como la Lectina DBA (Izadyar y col.,, 2002) son
marcadores especificos de las células del linaje espermatogénico.

Posteriormente en el 2007 se pudo determinar que esta lectina DBA
puede ser un marcador util para caracterizar las células madre
embrionarias, ya que reconoce epitopos de a-N-Acetil-D-Galactosamina
en la superficie de estas células, los cuales van disminuyendo a medida
que se diferencian, por esto los autores proponen que la DBA como un
marcador de diferenciacion que puede predecir la potencialidad del
desarrollo (Nash y col., 2007).

Con la coloracion PAS también se pueden distinguir las células
espermatogénicas, siendo utilizada en otros estudios para comprobar el
estado normal de los tubulos seminiferos como en el trabajo realizado por
Shawki en el afio 2018.

Las diferentes intensidades de reacciéon y de marcaje descritas
anteriormente nos hacen suponer que las células espermatogénicas
presentes en los cultivos de células de testiculo de ratén se encontraban
en diferentes estadios del proceso de espermatogénesis, ademas con estas
determinaciones se pudo evidenciar con mayor exactitud las diferencias
morfolégicas entre las células de linea germinal masculina.

Las células de Sertoli, in vivo, han sido descritas como células
cilindricas con prolongaciones apicales y laterales extensas (Ross y
Pawlina, 2007), en cultivo, han sido identificadas con el anticuerpo
vimentina (Lu y col., 2020) y se ha sefialado que estas células no tienen
una morfologia definida aunque se observan de gran tamano con grandes
extensiones citoplasmaticas (Izadyar y col, 2003), en nuestro trabajo
también se observé esta morfologia y se pudo evidenciar, ademas la
presencia de uno o dos nucleos con grandes nucléolos en estas células,
siendo negativas a la reaccién del PAS de la misma forma que no se
marcaron con la histoquimica de Lectina.
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Cuando las SSCs y las células de Sertoli estuvieron en contacto se
comenzaron a desarrollar las colonias, por lo que al parecer se creé un
nicho que favorece su desarrollo, lo que se traduce en que las SSCs
necesitan contacto especifico con las células de Sertoli en el cultivo. Esta
interacciéon entre las células de Sertoli y las células espermatogénicas es
crucial, los factores de crecimiento y citoquinas secretadas por estas
células somaticas en la monocapa influyen en la supervivencia de las
SSCs indiferenciadas y proporciona un microambiente para la
proliferacion, formacién de colonias y la diferenciacién con lo que se
explica la importancia que tienen estas células en el éxito del cultivo de
las células espermatogénicas. Se ha sefialado que uno de los factores
secretado por las células de Sertoli es el GDNF, que estimula las SSCs
indiferenciadas, probablemente es el factor de crecimiento mas
importante que interviene en la regulacién, proliferacion y simultanea
autorenovacion de las SSCs (Caires y col, 2010; Meng y col., 2000).
Recientemente se determiné que el factor de células madre (SCF)
producido especificamente por las células de Sertoli es esencial para la
espermatogénesis (Peng y col., 2023).

Las células somaticas adheridas al sustrato, compuestas principalmente
por células de Sertoli y mioides peritubulares, juegan un papel importante en
la proliferacion de las SSCs en cultivo, ya que apoya la proliferacion y
diferenciacion de las células germinales. Las células de Sertoli segregan
diversos factores que contribuyen al mantenimiento, proliferacion y
diferenciacion de las SSCs, con lo que se explica la importancia que tienen
estas células en el éxito del cultivo de SSCs. Se han estudiado los efectos de
factores como GDNF, GFRal y bFGF por separado en cultivos de SSCs de
ratén sobre una “feeder layer” con un medio libre de suero, determinando
que la presencia del factor de crecimiento GDNF contribuye a la formacién de
agregados celulares tipo globular, mientras que la ausencia de este factor en el
cultivo produce una disminucién del ntimero de SSCs en el cultivo, este
estudio determina la importancia que tiene la presencia de este factor
segregado por las células de Sertoli adheridas al sustrato formando una
monocapa confluente en nuestro estudio (Kubota y col., 2004).

Algunas células mioides peritubulares se encontraron en el cultivo;
estas células, in vivo, se encuentran en la lamina de la membrana basal
rodeando los tuibulos seminiferos, y contienen elementos contractiles que
generan ondas peristalticas a lo largo de los tubulos para transportar los
espermatozoides inmoviles a la red testicular y al epididimo. Las células
peritubulares soportan la proliferacion de las células de Sertoli en el
cultivo sin la adicién de factores, segin lo reportado por Schlatt y col.
(1996). Estos dos tipos celulares en el cultivo, se asemejan al
compartimiento tubular in vivo, y de esta forma contribuyen a la
proliferacion de las SSCs in vitro, simulando las condiciones
microambientales o nicho en el que se encuentran las células germinales
de testiculos de ratén en el organismo.
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En los cultivos de células de testiculo de raton se llevé a cabo el
proceso de diferenciacién espontanea de las células SSCs hacia
espermatidas, evidenciandose una serie de cambios morfolégicos que van
desde una morfologia redondeada caracteristicas de las espermatogonias
tempranas a una morfologia alargada, esto se pudo corroborar con las
técnicas histoquimicas mencionadas que ademas de identificar la
morfologia como células germinales masculinas, de acuerdo al marcaje
con la Lectina DBA y la reaccién positivamente con el PAS. Ademas se
pudo apreciar en estas células una morfologia alargada con un ntcleo
ovoide desplazado hacia un extremo de la célula y el citoplasma con una
extension en el extremo opuesto al nucleo, similar al fenotipo de las
espermatidas en transformaciéon, también se evidencié en nuestros
resultados la presencia de vesiculas muy cercanas al ntucleo de estas
células que se asemeja a la vesicula acrosomal, este es un rasgo
caracteristico de las espermatidas durante la espermiogénesis (Nagao y
col, 1989; Lassalle y col., 1999; Izadyar y col., 2003).

Otro rasgo importante en la diferenciacion de estas células en la
alineacion de las células espermatogénicas, en nuestros resultados se
puede evidenciar esta disposicién y se observa ademas que las células en la
colonia presentan diferencias morfologicas, las células alineadas van desde
SSCs redondeadas con un ntcleo prominente y escaso citoplasma, seguido de
espermatocitos con mayor proporciéon de citoplasma y por ultimo en un
extremo de la hilera se observan las espermatidas con su morfologia alargada,
todas interactuando a través de conexiones citoplasmaticas, esto concuerda
con lo reportado por Yeh y col (2007), quienes aseguran que estas alineaciones
de las células espermatogénicas es el tipico comportamiento de la
diferenciacién de las SSCs en cultivo, pues en las condiciones in vivo, las
células espermatogénicas tienen una distribucién especifica en los
tubulos seminiferos, en donde las células menos diferenciadas se ubican
en la membrana basal y a medida que se van diferenciando se van
alejando de esta y se acercan al lumen del tabulo.

La diferenciacion espontanea observada en el cultivo, sin anadir
factores inductores conocidos pudo deberse a los diversos factores que
contiene el SFB, el suero tiene efectos positivos sobre las SSCs en el
cultivo y se ha demostrado que la proporciéon de las células cultivadas en
presencia de suero es mayor que en su ausencia (Nagano, 2011). Por otro
lado, investigadores sugieren que el destino de las SSCs, in vitro, puede
estar influenciado por factores brindados en el microambiente, como los
factores presentes en el suero (Kanatsu-Shinohara y col., 2010).

El uso de este sistema de cultivo en monocapa, ha brindado la posibilidad
de simular de alguna manera las condiciones in vivo, permitiendo retener las
funciones para mantener la capacidad de autorrenovacion, proliferacion y su
potencial de diferenciaciéon de las SSCs lo cual resulta importante en la
induccion de la expresion de un fenotipo.
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Se ha sefialado que las células madre espermatogénicas y su linaje
tienen muchos rasgos comunes entre diferentes especies de mamiferos,
primates, raton y humano. Para poder extrapolar las tecnologias de
cultivo y llevarlas a una aplicacién clinica en el humano es esencial
investigar las similitudes y diferencias entre los diversos modelos
estudiados (Fayomiy Orwig, 2018).
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RESUMEN

La taxonomia del género Octopus ha presentado numerosos cambios, producto de la aparicion
de nuevas herramientas y enfoques taxonémicos que han permitido el descubrimiento de
nuevas especies, a menudo formando complejos de especies cripticas, siendo el complejo de
especies O. vulgaris el mas estudiado, ya que esta fue considerada por mucho tiempo como una
especie cosmopolita, siendo ahora reconocida como un complejo de especies altamente diverso.
Material fotografico proveniente del archipiélago de Los Frailes y el Parque Nacional Mochima,
Venezuela, revel6 la presencia del pulpo O. insularis, constituyendo el primer reporte de esta
especie de cefalépodo en el pais. Se discuten algunos aspectos taxonoémicos, ecologicos y
pesqueros de la especie.

Palabras clave: mar Caribe, pulpo, pesquerias, taxonomia.

First record of Octopus insularis (Cephalopoda,
Octopodidae) from Bolivarian Republic of Venezuela

ABSTRACT

The taxonomy of the genus Octopus has undergone numerous changes, as a result of the
appearance of new tools and taxonomic approaches that have allowed the discovery of new
species, often forming cryptic species complexes, with the O. vulgaris species complex being the
most studied, since it was long considered a cosmopolitan species, and is now recognized as a
highly diverse species complex. Photographic material from Los Frailes archipelago and
Mochima National Park, Bolivarian Republic of Venezuela, revealed the presence of the octopus
O. insularis, constituting the first report of this cephalopod species from the country. Some
taxonomic, ecological and fishing aspects of the species are discussed.

Keywords: Caribbean Sea, octopus, fisheries, taxonomy.
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INTRODUCCION

Bajo el nombre comun de “pulpos” se agrupan todas aquellas especies de
moluscos cefalopodos pertenecientes al orden Octopoda Leach, 1818,
caracterizadas por la presencia de ocho brazos circunorales, ausencia de
tentaculos, ventosas sésiles y ausencia de anillos quitinosos. Sin embargo, son
las especies del género Octopus Cuvier, 1798 (Octopodidae) las mas conocidas,
por ser las mas comunes en areas cercanas a las costas, asi como de mayor
distribucion geografica y de mayor interés comercial (Robaina, 1986).

El género Octopus cuenta con 73 especies recientes y validas (WoRMS
Editorial Board, 2023), de las cuales para la Republica Bolivariana de
Venezuela han sido sefialadas tnicamente las especies O. joubini G.C.
Robson, 1929, O. zonatus G. L. Voss, 1968, O. hummelincki Adam, 1936, O.
briareus G. C. Robson, 1929 y O. vulgaris Cuvier, 1797 (Arocha y Urosa,
1982; Robaina, 1986; Carvajal y Capelo, 1993; Capelo y Buitrago, 1998).
Debido a la importancia econémica que poseen estos cefalépodos, han sido
objeto de explotacion en el pais desde mediados de 1950, inicialmente en
forma de captura incidental por la flota industrial de arrastre (Arocha,
1989) y a partir del 2008 por una pesqueria artesanal dirigida y regulada
(Sauer y col, 2019). Aunque comuUnmente algunas de estas especies
pueden ser halladas formando parte de una misma captura, ha sido O.
vulgaris la especie mas importante, por ser la de mayor tamano y mayor
abundancia relativa, lo que le ha conferido un gran valor socioeconémico
(Gonzalez y col., 2001, 2015; Eslava y col., 2017).

Por muchos anos, O. vulgaris fue considerada como una especie con
una distribucién cosmopolita (Roper y col., 1984; Warnke y col., 2004); no
obstante, la identificacién de inconsistencias taxonémicas (morfologicas,
genéticas y moleculares) a través de su intervalo de distribucion
permitieron dilucidar que O. vulgaris es realmente un complejo de especies
cripticas (Oosthuizen y col.,, 2004; Leite y col., 2008; Sales y col., 2013;
Amor y col., 2017, 2019; Lima y col., 2017). Como resultado, lo que antes
era considerado como una sola especie bajo el nombre O. vulgaris, ahora
esta conformado por al menos seis especies: O. vulgaris sensu stricto
(Atlantico nororiental y mar Mediterraneo); O. aff. vulgaris, también
conocido como O. vulgaris Tipo III (costa de Sudafrica y Madagascar); O.
sinensis d’Orbigny, 1841 (Pacifico noroccidental, Japon y al este del mar de
China); O. tetricus Gould, 1852 (Australia suroriental y norte de Nueva
Zelanda); O. djinda Amor, 2021 (Australia suroccidental) y O. americanus
Froriep, 1806 (desde el nororiente de los Estados Unidos hasta Argentina)
(Borges y col., 2022; Maloney y col., 2023), esta ultima con presencia
confirmada en Venezuela (Avendafo y col., 2020).

Otra especie catalogada desde su descripcion como miembro del

complejo de especies O. vulgaris, fue O. insularis Leite y Haimovici, 2008,
(Leite y col., 2008), a pesar de ello, esta especie posee suficientes
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diferencias genéticas y moleculares para separase de las especies de este
complejo, estando filogenéticamente mas relacionada con especies como O.
maya G. L. Voss y Solis, 1966 y O. taganga Guerrero-Kommritz y
Camelo-Guarin, 2016 (Amor y col.,, 2017; Puentes-Sayo y col., 2022).
Anteriormente, O. insularis fue considerada como una especie
geograficamente restringida a las costas de Brasil (Lima y col., 2014), sin
embargo, estudios recientes demostraron que posee un intervalo de
distribucién anfiatlantico bastante amplio, pudiendo ser hallada en el
Atlantico occidental desde el sur de Florida (Estados Unidos), Las Bahamas
y el golfo de México, el Caribe colombiano hasta el sur de Brasil
(Flores-Valle y col., 2018; Maloney y col., 2023) y en el Atlantico oriental en
Santo Tomé y Principe (Lima y col., 2023).

Aunque el intervalo de distribucién de O. insularis abarca el mar Caribe
y potencialmente puede incluir la costa venezolana (Lima y col., 2023), su
presencia en aguas del pais atin no habia sido confirmada. En la presente
investigacion se sefiala por primera vez la presencia de la especie O.
insularis en Venezuela y se discuten algunos aspectos taxonémicos y
ecologicos.

MATERIALES Y METODOS

Los ejemplares fueron observados in situ durante muestreos diurnos en
los meses de agosto y septiembre de 2023 en los islotes Puerto Real
(11°11'42,47" Latitud Norte y -63°44'19,91" Longitud Oeste) y La Pecha
(11°12'20,16" Latitud Norte y -63°45'16,10" Longitud Oeste) del
archipiélago de Los Frailes, Dependencias Federales, con ayuda de equipo
de buceo tipo SCUBA a una profundidad de entre 4 a 6 metros. Y durante
el mes de diciembre en las localidades de Manare (10°23'30,8" Latitud
Norte y -64°21'52,2" Longitud Oeste) y Las Maritas (10°23'13,1" Latitud
Norte y -64°20'18,3" Longitud Oeste) del Parque Nacional Mochima, estado
Sucre, Republica Bolivariana de Venezuela (Figura 1), con ayuda de equipo
de buceo tipo snorkel a una profundidad de 2 metros. Los ejemplares
fueron fotografiados con ayuda de una camara submarina GoPro HERO 3
(archipiélago de Los Frailes) y GoPro HERO 10 (Parque Nacional Mochima)
y la identificacion taxonoémica fue realizada siguiendo la guia de
identificacion de pulpos propuesta por O’Brien y col. (2021) la cual se basa
en caracteristicas presentes en el patron de coloracion de cada especie.

RESULTADOS

Fueron fotografiados cinco ejemplares de la especie O. insularis, tres de
ellos en su guarida (Figuras 2 y 4) y el resto junto a rocas (Figura 3A-B) y
corales blandos (Figura 3C).
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Figura 1. Ubicacién geografica de los registros de Octopus insularis en el nororiente de
Venezuela. ALF. Archipiélago de Los Frailes; PNM: Parque Nacional Mochima.

Los ejemplares presentaron una morfologia externa robusta, y de apariencia
rugosa, con papilas dispersas en la superficie dorsal del cuerpo, mas
conspicuas en la superficie dorsal del manto y una papila de gran tamafio por
encima del ojo. El patron de coloraciéon fue consistente en todos los ejemplares
observados, siendo resaltante en la regién ventral de los brazos, presentando un
patron reticulado conspicuo formado por manchas oscuras marrén, naranja o
violeta sobre un fondo claro. Dicho patréon fue mas evidente cuando los
ejemplares se encontraban en su guarida (Figura 2) o eran perturbados (Figura
3C). La coloracién dorsal de los brazos y del manto fue mas variable, con
predominio de tonos crema claro. El despliegue de coloracién durante su
comportamiento dimantico fue también caracteristico. Durante éste, los
ejemplares presentaron un area de color crema palido a blanco alrededor
del ojo sobre un fondo oscuro y una banda oscura que cruza
transversalmente el ojo (Figura 4).

DISCUSION

El uso de caracteres morfolégicos y meristicos para la distincion
taxonémica de los miembros del complejo de especies O. vulgaris es, en
ocasiones engorroso, debido al solapamiento de caracteres entre especies,
asi como por la pérdida de caracteres de interés diagnéstico posterior a la
captura y preservacion de los ejemplares (Lima y col., 2017).
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Figura 2. Octopus insularis (A) ejemplar fotografiado in situ en el Archipiélago de Los Frailes,
Dependencias Federales, Venezuela y (B) ejemplar fotografiado in situ en el Parque Nacional
Mochima, estado Sucre, Venezuela.
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Figura 3. Patron de coloracion diagnéstico en los ejemplares de O. insularis observados en el
archipiélago de Los Frailes (A - C). Las flechas sefalan el patrén reticulado en la parte ventral de
los brazos.

A pesar de que los pulpos tienen la extraordinaria capacidad de
cambiar su forma y coloracién para mimetizarse con el entorno, algunas
especies presentan patrones de coloracién caracteristicos que permiten su
identificacion en el campo (O’Brien y col. 2021). Los ejemplares observados
y fotografiados en el archipiélago de Los Frailes y Parque Nacional
Mochima, concuerdan exactamente con los caracteres de coloraciéon
diagnésticos descritos para O. insularis por OBrien y col. (2021). Al
respecto, dichos autores seflalan que tales caracteristicas de coloracion de
la especie, son constantes y por tanto confiables para la identificacion
taxondémica sin necesidad de analisis morfologicos exhaustivos o genéticos.
Estas caracteristicas visuales han permitido recientemente la deteccion y
posterior identificacién de esta especie en aguas del sur de Florida
(Estados Unidos), expandiendo su intervalo de distribuciéon conocido
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(Maloney y col., 2023). Octopus insularis puede distinguirse facilmente de
O. americanus, por la coloracién en la regién ventral de los brazos, ya que,
en O. americanus, es de color naranja a marrén uniforme, sin ningin
patrén reticulado. Ademas de ello, O. americanus carece de un area clara
alrededor del ojo durante el comportamiento dimantico, siendo el area
ocular completamente oscura (O’Brien y col., 2021; Leite com pers., 2023).

Figura 4. Patron de coloraciéon dimantico de O. insularis fotografiado en el archipiélago de Los
Frailes. Las flechas senalas el patrén de coloracién caracteristico.
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Desde su descripcion, O. insularis ha sido objeto de investigacién por
ser la especie mas importante de la pesqueria artesanal de pulpos de Brasil
(Leite y col., 2008; Sales y col., 2013; Lima y col., 2014; Torrecilla-Batista y
Leite 2016; Batista y col.,, 2022; Andrade y col.,, 2023). Ademas, se ha
demostrado que esta también es la principal especie capturada
artesanalmente en el Caribe colombiano (Puentes-Sayo y col., 2022) y en el
golfo de México (Flores-Valle y col., 2018), y no O. vulgaris, como habia sido
planteado anteriormente. Esto ha resultado en un caso de incorrecta
identificaciéon taxonoémica de la especie de pulpo mas importante en la
region (Lima y col., 2017).

Este hallazgo plantea una importante interrogante: ¢ha sido O. vulgaris
la especie mas importante en la pesqueria de pulpos de Venezuela, como
ha sido sefialado anteriormente (Arocha, 1989; Arocha y col., 1991;
Gonzalez y col.,, 2001, 2015; Eslava y col.,, 2017)? Parece poco probable
responder afirmativamente esta pregunta con base en la evidencia
bibliografica disponible para el Atlantico occidental y las observaciones
hechas en esta investigacion. Por ello, resulta prudente sehalar que las
capturas de pulpo en el pais puedan tratarse de al menos dos especies
distintas: O. insularis y O. americanus, y que ambas posiblemente hayan
sido erréneamente identificadas como O. vulgaris por mas de 40 afios (e.g.
Arocha y Urosa, 1982).

La presencia de especies cripticas identificadas bajo el nombre de O.
vulgaris en aguas venezolanas habia sido propuesta por Figueredo y col.
(2014), con base en ejemplares proveniente del archipiélago de Los Frailes,
los cuales estaban infestados con una posible nueva especie del género
Agreggata Frenzel, 1885, un coccidio parasito de cefalopodos,
caracterizado por una alta especificidad huésped-hospedero, cuyas
caracteristicas taxonémicas diferian de otras especies conocidas del género,
y particularmente de A. octopiana (Schneider, 1875) Frenzel, 1885, tinico
coccidio conocido como parasito de O. vulgaris. Por ello, es posible que los
ejemplares analizados por Figueredo y col. (2014) correspondieran a O.
insularis, O. americanus u otra especie del complejo. Un aspecto resaltante
de O. insularis y O. americanus, es que, si bien ambas presentan una
distribucion similar en el Atlantico occidental, estas exhiben
caracteristicas ecolégicas particulares, siendo O. insularis una especie de
aguas calidas y someras (entre 0,5 a 40 m de profundidad), mientras que O.
americanus es hallada comunmente en aguas frias y profundas (15 a 200
m de profundidad) (Avendano y col., 2020; O’Brien y col., 2021).

Estas particularidades ecolégicas permitirian suponer que la especie
mas abundante en las capturas provenientes de la pesca artesanal en los
alrededores del archipiélago de Los Frailes es O. insularis y en menor
medida, O. americanus, pues la pesca en esta zona se realiza en aguas
someras, comunmente por encima de los 50 m de profundidad (Gonzalez y
col., 2015; Eslava y col., 2017). La composicion de las especies presentes
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en la captura en esta zona seria clave para futuras investigaciones,
considerando el nivel de desconocimiento que prevalece sobre este aspecto
en las pesquerias de pulpos del continente (Bein y col., 2023).

El hallazgo presentado en este trabajo permite establecer un punto de
partida para futuras lineas de investigacién orientadas al estudio de estos
cefalépodos, especificamente en materia de ordenaciéon pesquera, debido a
que ambas especies pueden diferir en sus aspectos biologicos y
reproductivos, ya que O. insularis presenta un crecimiento rapido,
madurez sexual temprana y baja fecundidad, en comparacién con otras
especies (Leite y col., 2008; Lima y col., 2014; Batista y col., 2022), por lo
que la correcta identificaciéon taxonémica es crucial para la definicién de
nuevas propuestas de manejo y conservacion.
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