Articulo Original N F_,..,,i:,oo
: : g5 X
Modelo de cultivo de explantes placentarios humanos wf &‘”@,36
. . . . F&N— W3y
optimizado y estandarizado como herramienta para %%,'/A oe”oé’
“Cultag o we™"

investigacion biomédica

Optimized and standardized human Placental explant culture
model as a tool for biomedical research

Goncalves, Juvic; Casart, Ysabel; Camejo, Maria

Juvic Goncalves
juvicm(@gmail.com

Profesora Agregada. Directora de la Escuela de
Bioanalisis "Dr. Rafael Rangel". Facultad de Medicina.
Universidad Central de Venezuela

Ysabel Casart
casarty(@gmail.com
Profesora Titular. Escuela de Nutricion y Dietética.
Facultad de Medicina. Universidad Central de
Venezuela.

Marfa Camejo
Profesora Titular. Departamento de Biologia de
Organismos. Universidad Simén Bolivar. (Péstuma)

Revista Digital de Postgrado

Universidad Central de Venezuela, Venezuela
ISSN-e: 2244-761X

Periodicidad: Cuatrimestral

vol. 15, num. 2, e457, 2026
revistadpgmeducv(@gmail.com

Recepcion: 04 de mayo de 2026
Aprobacion: 13 de julio de 2026

DOIL: https://doi.otg/10.37910/RDP.2026.15.2.¢457

Coémo citar: Goncealves J, Casart YC, Camejo MI. Modelo de
cultivo de explantes placentarios humanos optimizado y
estandarizado como  herramienta para investigacion
biomédica. Rev.  Digit Postgrado  2026;  15(2):
€457.d0i.10.37910/RDP.2026. 15.2. €457

Autor de correspondencia: juvicm(@gmail.com

Resumen: Introduccién: La placenta humana es un
6rgano altamente especializado, esencial para el
desarrollo  fetal por endocrinas,
metabodlicas e inmunolégicas. Su estudio en modelos
animales presenta limitaciones debido a diferencias
estructurales y funcionales entre especies. Los cultivos
de explantes placentarios humanos representan una
herramienta experimental valiosa, ya que preservan la
arquitectura tisular y las interacciones celulares,
permitiendo  estudiar fisiolégicos,
fisiopatolégicos y farmacolégicos bajo condiciones
Objetivo:  Desarrollar, optimizar y
caracterizar un modelo de cultivo de explantes
placentarios humanos del tercer trimestre mediante la
evaluacién integrada de la viabilidad, diferenciacién e
integridad morfolégica e inmunoldgica. Métodos: Se

sus funciones

mecanismos

controladas.

recolectaron cinco placentas de mujeres nuliparas sanas,
obtenidas por cesarea o parto vaginal. Los explantes
fueron cultivados durante 7 dias en medio RPMI-1640
suplementado a 37 °C, 5% CO2y 10% O. La viabilidad
actividad  del
deshidrogenasa (LDH), la diferenciacién mediante la

se evalu6 mediante la lactato
secrecion de la fraccion beta de gonadotrofina coriénica
humana (8-hCG) y la integridad tisular mediante
para:  B-hCG,
placentario humano (hPL), fosfatasa alcalina placentaria
(PLAP), CD45*, CD68" y CD3". Resultados: La
actividad de LDH mostré un aumento al dia 2,
disminucion hasta el dia 5, incrementando al dia 7. La
B-hCG alcanzé6 su maximo al dia 4, sugiriendo
diferenciacién trofoblastica activa. La
inmunohistoquimica confirmé la expresion de 8-hCG,
hPL y PLAP, con mayor intensidad para hPL y mayor

inmunohistoquimica lactégeno

presencia de CD45% y CD68" en el estroma vellositario.
Conclusiones: El  modelo viabilidad
reproducible y estabilidad funcional durante 7 dias.
Constituye una plataforma util para estudios de

demuestra

inflamacion, estrés oxidativo, hipoxia y evaluacion
farmacoldgica en tejido placentario humano.
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Abstract: Introduction: The human placenta is a highly
specialized organ essential for fetal development due to
its endocrine, metabolic, and immunological functions.
Studies using animal models present limitations due to
structural and functional differences between species.
Human placental explant cultures represent a valuable
experimental tool because they preserve tissue
architecture and cell-cell interactions, allowing the
study of physiological, pathophysiological, and
pharmacological ~mechanisms  under  controlled
conditions. Objective: To develop, optimize, and
characterize a third-trimester human placental explant
culture model through integrated assessment of
viability, trophoblast differentiation, and morphological
and immunological integrity. Methods: Five placentas
from healthy nulliparous women were collected
following cesarean section or vaginal delivery. Explants
were cultured for 7 days in supplemented RPMI-1640
medium at 37 °C under 5% CO2 and 10% Os2. Viability
was evaluated by lactate dehydrogenase (LDH) activity,
differentiation by 3-human chorionic gonadotropin (-
hCG)  secretion, and  tissue integrity by
immunohistochemistry for 3-hCG, human placental
lactogen (hPL), placental alkaline phosphatase (PLAP),
CD45%, CD68" and CD3". Results: LDH activity
increased on day 2, decreased until day 5, and increased
again by day 7. B-hCG secretion peaked on day 4,
suggesting  active  trophoblast  differentiation.
Immunohistochemistry confirmed the expression of B-
hCG, hPL, and PLAP, with stronger staining for hPL
and a higher presence of CD45" and CD68* cells within
the wvillous stroma. Conclusions: This model
demonstrates reproducible viability and functional
stability for 7 days. It provides a useful platform for
studies of inflammation, oxidative stress, hypoxia, and
pharmacological evaluation in human placental tissue.

Keywords: Placental Explants; Cell Viability;
Syncytiotrophoblast; Methodological Validation Study;
Lactate Dehydrogenase.

INTRODUCCION

La placenta humana es un 6rgano transitorio indispensable para el desarrollo y supervivencia fetal, que
cumple funciones de intercambio bidireccional de nutrientes, gases y productos de desecho entre la
circulacion materna y fetal . Desde el punto de vista endoctino, la placenta sintetiza y secreta
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gonadotrofina coriénica humana (hCG), lactégeno placentario humano (hPL), progesterona, estrégenos y
una amplia variedad de péptidos con funciones reguladoras del embarazo ‘. Su compleja arquitectura esta
organizada en vellosidades coridnicas dispuestas en cotiledones que contienen capilares fetales, células
inmunoldgicas y estroma conectivo, los cuales conforman la unidad funcional del interfaz materno fetal 2.
Desde el punto de vista inmunoldgico, la placenta constituye un microambiente tolerogénico especializado
que modula la respuesta inmune materna para garantizar la aceptacion del semialoinjerto fetal. En este
contexto, participan activamente células NK uterinas (uNK), macréfagos deciduales (células de Hofbauer),
células T reguladoras (Treg) y linfocitos T, los cuales, a través de una red de sefializacion mediada por
citocinas pro y antiinflamatorias, mantienen el balance Th1/Th2 necesatio pata el éxito gestacional “5),

Dado que la placenta humana difiere morfoldgica y funcionalmente de la de otras especies, los modelos
animales presentan limitaciones significativas para reproducir su fisiologia ®) Por ello, los cultivos de
explantes placentarios se han consolidado como un modelo experimental de elecciéon para el estudio del
interfaz materno fetal en condiciones controladas, ya que conservan la arquitectura tridimensional de las
vellosidades, la viabilidad celular y la funcionalidad endocrina e inmunolégica 79)_ Estos cultivos permiten
explorar mecanismos fisiopatoldgicos relevantes, como los asociados a la preeclampsia, asi como evaluar el
efecto de intervenciones terapéuticas bajo condiciones de hipoxia o de estrés inflamatorio inducido V. Entre
dichas intervenciones destaca el sulfato de magnesio (MgSO4), ampliamente utilizado en obstetricia para la
neuroproteccion fetal y el manejo de la preeclampsia severa, cuyo efecto modulador sobre la produccion de
citocinas y el estrés oxidativo placentario ha sido documentado en modelos experimentales, aunque los
mecanismos celulares implicados requieren mayor investigacion 2.

Sin embargo, la literatura cientifica evidencia una brecha metodoldgica relevante que atn no ha sido
resuelta de manera integral: la ausencia de protocolos de cultivo estandarizados y reproducibles entre
laboratorios y la falta de validacién simultanea de los parametros funcionales, morfolégicos e inmunolégicos
que permitan certificar la competencia del modelo experimental (8) T.a mayoria de los estudios publicados
valida dnicamente uno o dos parametros de viabilidad (generalmente LDH o B-hCG), sin integrar la
evaluacion morfoldgica e inmunoldgica como parte del protocolo de validacion, lo que limita la confiabilidad
y comparabilidad de los resultados entre diferentes centros de investigacion. En este contexto, el objetivo
del presente trabajo fue desarrollar, optimizar y caracterizar un modelo de cultivo de explantes de placenta
humana de tercer trimestre mediante la evaluacién integrada de la viabilidad celular, la diferenciacién
funcional del trofoblasto y la integridad morfolégica e inmunoldgica del tejido, con el fin de establecer una
plataforma reproducible y validada para estudios biomédicos en tejido placentario humano, incluyendo
estudios de modulacién farmacolégica, inflamacién, hipoxia y estrés oxidativo.

METODOS

Poblacién de estudio: Se seleccionaron cinco (5) mujeres nuliparas, de origen urbano similar, con edad
media de 21 afios (rango: 18-32 afios) y edad gestacional media de 37 = 2 semanas, que asistieron a la Sala
de Partos del Hospital Universitario de Caracas. Este tamafio muestral es concordante con estudios de
validacién metodologica de explantes placentarios humanos reportados en la literatura, donde la
disponibilidad limitada de tejido y la necesidad de controlar la variabilidad biolégica intrinseca justifican el
uso de muestras reducidas 8. Con el fin de controlar posibles factores de confusion, se registré el tipo de
parto (cesarea o vaginal), el tiempo transcurrido entre el parto y el inicio del procesamiento placentario (<
30 minutos en todos los casos) y la paridad. Los criterios de exclusion comprendieron la presencia de
enfermedades asociadas al embarazo (diabetes gestacional, hipertension, preeclampsia o infecciones virales
conggénitas) y los partos inducidos. Se recabé informaciéon mediante ficha clinica y consentimiento informado
escrito. El estudio fue aprobado por el Comité de Bioética de la Universidad Simén Bolivar y del Hospital
Universitario de Caracas. La letra 0 indica el nimero de placentas incluidas en cada fase experimental (n =
5).

Obtencion y preparacion de los explantes: Las placentas se recolectaron por cesirea o parto natural y se
transportaron en frfo al laboratorio para su procesamiento inmediato. Una vez analizada la morfologfa
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placentaria, siguiendo un mapa placentario previamente elaborado para cada muestra con el fin de garantizar
la representatividad y reproducibilidad, se seleccionaron uno o dos cotiledones centrales de la placa central
por placenta de la porcion del corion, excluyendo aquellos con signos de isquemia, placas de grasa o necrosis
tisular. Los cotiledones fueron separados del resto del tejido placentario, se removié la membrana placentaria
y la decidua mediante lavados simultaneos con solucioén de PBS-D estéril, con el fin de eliminar eritrocitos,
restos deciduales y materiales contaminantes. Posteriormente, los cotiledones se fragmentaron en explantes
de aproximadamente 1 mm?y 1,5 — 3,0 mg de peso himedo, los cuales se lavaron tres veces con PBS-D
estéril antes de iniciar los cultivos. De cada placenta se obtuvieron entre 20 y 30 explantes, de los cuales se
seleccionaron aquellos con morfologia vellositaria conservada para su inclusioén en el protocolo de cultivo.

Condicion de cultivo de los explantes: Cada explante fue cultivado individualmente en 1,5 mlL. de medio

RPMI-1640, suplementado con: suero fetal bovino inactivado al 10%, penicilina/estreptomicina al 1%,
acetato de retinol 0,1 pg/ml, insulina 1 ug/mlL, hidrocortisona 0,1 pg/mL, anfotericina B al 1%, L-
glutamina al 1%, aminoacidos no esenciales al 1%, piruvato de sodio al 1% y gentamicina al 0,1%. Los
explantes se cultivaron en placas NUNC™, con un explante por pozo, durante 7 dias a 37 °C en atmosfera
himeda con 5% COz, 10% Oz y balance de N2. Durante las primeras 24 horas se realiz6 la estabilizacion de
los cultivos, tras la cual se renovo el medio y se mantuvieron en las condiciones descritas. El medio se renové
diariamente; los pozos que presentaron signos de contaminacion fueron excluidos del estudio (1315,
Los sobrenadantes de los medios de cultivo fueron recolectados diariamente, centrifugados a 3.500 rpm
durante 15 minutos para eliminar restos celulares y almacenados a -20 °C hasta su analisis. La evaluacion de
la viabilidad y diferenciacion se realizé mediante la determinacion de la actividad del Lactato Deshidrogenasa
(LDH) y la concentracion de gonadotrofina coridénica humana fraccién beta (3-hCG), respectivamente.

Viabilidad celular: La viabilidad celular se evalué mediante la determinacién de la actividad enzimatica del
Lactato Deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes del medio de cultivo (Sigma-Aldrich, DG1340-K).
Dado que la LDH es una enzima citosoélica liberada al medio extracelular cuando se pierde la integridad de
la membrana plasmatica, su actividad en el sobrenadante refleja indirectamente el grado de dafio y muerte
celular ¥, TLos resultados se reportaron en unidades internacionales por litro (UI/L) segin las
especificaciones del kit.

Diferenciacion celular: La diferenciacion del sinciciotrofoblasto se evalué mediante la cuantificacion de la
gonadotrofina coridnica humana fraccion beta (3-hCG) en los sobrenadantes del medio de cultivo. La (-
hCG es sintetizada y secretada de forma especifica por el sinciciotrofoblasto, por lo que su determinacion
constituye un marcador de diferenciacién funcional del trofoblasto ampliamente aceptado en la literatura
', La concentracién de B-hCG fue determinada mediante ensayo inmunométrico de quimioluminiscencia
en fase solida (Equipo Siemens Immulite 1000) y los resultados se reportaron en mUI/mL normalizados
por concentracién de proteina total (mUI/mg de proteina), determinada mediante el ensayo colorimétrico
del acido bicinconinico (BCA) (Pierce BCA Protein Assay Kit, N° 23225, Thermo Scientific).

Inmunohistoquimica: Se procesaron explantes frescos (condicion basal, dia 0) y explantes cultivados
durante 7 dfas (postcultivo) mediante fijacion en formalina al 10%, deshidratacién progresiva en etanol,
aclaramiento con xilol y embebido en parafina. Se realizaron cortes histolégicos de 4-5 um, montados sobre
portaobjetos con poli-L-lisina. La recuperacion antigénica se realizé con Target Retrieval Solution (Dako) y
el bloqueo de peroxidasas endégenas con H202 al 3%. Se utilizaron anticuerpos primarios para los siguientes
antigenos: 3-hCG, Lactégeno Placentario humano (hPL), Fosfatasa Alcalina Placentaria (PLAP), antigeno
leucocitario comun (CD45"), macréfagos (CDG68") y células CD3™ (fenotipo compatible con células NK
deciduales: CD56bright/CD167/CD3") ©Y, con controles positivos y negativos apropiados “*'. La
evaluacion de los marcadores inmunolégicos se realizé mediante analisis semicuantitativo: 0 = ausencia; 1 =
pocas células positivas; 2 = moderado nimero de células positivas; 3 = numerosas células positivas.
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Analisis estadistico: Dado el tamafio reducido de la muestra (n = 5) y la distribucién no normal de los
datos (evaluada mediante la prueba de Shapiro-Wilk), las comparaciones se realizaron mediante la prueba no
paramétrica de Mann-Whitney para comparaciones planificadas entre pares de dias de cultivo consecutivos
(dia 2 vs. dfa 3, dia 3 vs. dia 4, dia 4 vs. dia 5, dia 5 vs. dia 6, dfa 6 vs. dfa 7) y entre los dias extremos (dia 2
vs. dia 7), tanto para LDH como para -hCG. Se opté por Mann-Whitney en lugar de Kruskal-Wallis dado
que el objetivo del analisis fue evaluar diferencias entre pares de dias especificos (comparaciones a priori) y
no la variabilidad global entre todos los grupos, lo cual es coherente con el disefio exploratorio del estudio.
Dado el reducido nimero de comparaciones planificadas, no se aplicé correcciéon de Bonferroni. Se
consideraron estadisticamente significativas las diferencias con valores de p < 0,05. Los datos se presentan
como media * desviacion estandar (Media = DS).

RESULTADOS

Viabilidad y diferenciacién celular: En la Tabla N° 1 se muestran los valores medios de la actividad de
LDH determinada en los sobrenadantes de los medios de cultivo expresados en UI/L, durante los dias 2 al
7 de cultivo (n = 5 placentas; n explantes evaluados por dfa indicado en tabla). El dia 1 se consideré el
periodo de estabilizacion de los explantes y sus datos fueron excluidos del analisis comparativo. Los datos
muestran que la actividad de LDH fue mas elevada al segundo dia de cultivo (m = 224,6 £ 30,4 UI/L), con
descenso progresivo hasta el quinto dia (m = 33,4 £ 8,0 UI/L) y un incremento nuevamente al séptimo dia
(m = 105,7 £ 8,6 UI/L). Este patrén es compatible con la degeneracion mecinica de las células periféricas
del explante durante el procesamiento inicial, seguida de la estabilizaciéon del cultivo y la posterior
degeneracion natural de las células al final del periodo de cultivo. Las comparaciones planificadas no
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre dias consecutivos (p > 0,05), aunque se observo
una tendencia biol6gicamente relevante de descenso entre el dia 2 y el dia 5, y de ascenso posterior hacia el
dia 7.

TABLA 1. Viabilidad celular de los cultivos de explantes de placenta humana determinada por la actividad
de la Lactato Deshidrogenasa (LDH)

Diade cultivo N de explantes Media+ DS LDH (UI/L) p vs dia anterior

2 5 224,6 £ 30,4 —
3 5 134,6 +19,2 ns
4 5 67,8 +8,5 ns
5 5 33,4+8,0 ns
6 5 53,3+ 25,6 ns
7 5 105,7+ 8,6 ns

Nota: Medias + desviaciones estandar. 1 = 5 placentas. Comparaciones entre dias consecutivos
mediante prueba de Mann-Whitney. ns = no significativo (p > 0,05). — = dia de referencia
(sin comparacion). El dia 1 corresponde al periodo de estabilizacion y fue excluido del analisis.
(Tablas realizadas por los autores)

En la Tabla N° 2 se presentan los niveles de B-hCG determinados en los sobrenadantes del medio de
cultivo  durante los dias 2 al 7 (n = 5 placentas; n explantes por dia indicado en tabla). Se observé que las
concentraciones de B-hCG fueron bajas en el segundo dia (171,8 &+ 21,3 mUI/mg/proteina), con incremento
progresivo hasta alcanzar el valor maximo al cuarto dia (545,8 £ 18,4 mUI/mg/proteina), seguido de una
disminucién progresiva hacia el séptimo dia (74,5 £ 15,9 mUI/mg/proteina). Aunque las comparaciones
planificadas entre dias consecutivos no alcanzaron significancia estadistica (p > 0,05), la tendencia biol6gica
observada (con un incremento de mas del 200% entre los dias 2 y 4 y una reduccién posterior del 86%) es
consistente con el ciclo de diferenciacion y degeneracion del sinciciotrofoblasto descrito en la literatura, lo
que es consistente con la competencia funcional del modelo evaluado 7.
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TABLA 2. Niveles de Gonadotrofina Coriénica humana fraccion beta (3-hCG) en los sobrenadantes de
los cultivos de explantes de placenta humana

Diade cultivo N de explantes Media+ DS LDH (UI/L) p vs dia anterior

2 5 171,8 £ 21,3 —
3 5 323,0+41,4 ns
4 5 545,8 + 18,4 ns
5 5 360,0 + 31,3 ns
6 5 187,0 £ 55,8 ns
7 5 74,5+ 159 ns

Nota:Medias + desviaciones estandar. 1 = 5 placentas. Comparaciones entre dias consecutivos
mediante prueba de Mann-Whitney. ns = no significativo (p > 0,05). — = dia de referencia
(sin comparacién). El dia 1 corresponde al periodo de estabilizacién y fue excluido del analisis.
(Tablas realizadas por los autores)

Inmunohistoquimica: El analisis inmunohistoquimico de los cortes de explantes de placenta (condicion
basal y postcultivo, dia 7) revel6 expresion positiva de 3-hCG, hPL y PLAP en el citoplasma de las células
del trofoblasto, con mayor intensidad de marcaje para hPL en comparacién con 3-hCG y PLAP (Figura N°
1). Estos hallazgos confirman que tanto el citotrofoblasto como el sinciciotrofoblasto contribuyen a la
produccion de estas hormonas placentarias durante el periodo de cultivo *17.

Figura 1. Cortes histoldgicos de explantes de placenta humana marcados inmunohistoquimicamente con:
Gonadotrofina Corionica Humana fraccion beta (B-hCG), Lactégeno Placentario Humano (hPL) y Fosfatasa
Alcalina Placentaria (PLAP). A: Control Negativo (Rifion); B: Control Positivo (Placenta). C: Explante marcado
con B-hCG, dia basal. D: Explante marcado con B-hCG, dia postcultivo. E: Explante marcado con hPL, dia basal.
F: Explante marcado con hPL, dia postcultivo. G: Explante marcado con PLAP, dia basal. H: Explante marcado
con PLAP, dia postcultivo. Aumento: 400X.



REVISTA DIGITAL. DE POSTGRADO, 2026, VOL. 15, NUM. 2, E457, MAYO-AGOSTO, ISSN: 2244-761X

En los cortes postcultivo se observo la presencia de sinciciotrofoblastos periféricos de gran tamafio con
citoplasma vacuolado, distribuidos alrededor de los vasos sanguineos, asi como citotrofoblastos
mononucleados con citoplasma claro localizados proximos al sincicio. Esta distribucion celular, junto con la
presencia de vasos sanguineos, eritrocitos, células y fibras del tejido conectivo en el estroma de las
vellosidades, indica la preservacion de la arquitectura histologica placentaria durante el perfodo de cultivo.
Con respecto a los marcadores inmunologicos, los resultados se presentan en la Figura N° 2. Los marcadores
CD45" (antigeno leucocitario comun) y CD68" (macréfagos) mostraron una mayor representacion celular
en el estroma de las vellosidades placentarias en comparacion con el marcador CD3™. Las células CD45" y
CD68* fueron identificadas preferentemente dentro del estroma velloso, lo que es consistente con el patrén

normal de distribucién de macréfagos placentarios (células de Hofbauer) y leucocitos en el tejido placentario
(18-20)

Figura 2. Cortes histol6gicos de explantes de placenta humana marcados inmunohistoquimicamente con: Antigeno
Leucocitario Comiin (CD45"), Macrofagos (CD68"Y) y células CD3~ (fenotipo compatible con células NK
deciduales: CD56bright/CD167/CD3"). A: Control Negativo (Rifién); B: Control Positivo (Bazo). C: Explante
marcado con CD45", dia basal. D: Explante marcado con CD45", dia postcultivo. E: Explante marcado con CD68",
dia basal. F: Explante marcado con CD68", dia postcultivo. G: Explante marcado con células CD3", dia basal. H:
Explante marcado con células CD3-, dia postcultivo. Las flechas negras indican células positivas para cada
marcador respectivo en el estroma velloso. Aumento: 400X.
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DISCUSION

Los cultivos de explantes de placenta humana constituyen un modelo experimental consolidado para el
estudio del interfaz materno fetal, dado que conservan la arquitectura tisular tridimensional de las
vellosidades y las interacciones celulares propias del érgano, caracteristicas que se pierden en los cultivos
de células aisladas @', A diferencia de las lineas celulares trofoblasticas como BeWo o JEG-3, los
explantes placentarios mantienen simultaneamente la presencia de citotrofoblasto, sinciciotrofoblasto,
células de Hofbauer y estroma conectivo, permitiendo la evaluacion de respuestas biologicas integradas
ante estimulos farmacoldgicos, inflamatorios u hipéxicos &'

Se ha reportado una amplia variabilidad metodoldgica en los cultivos de explantes de placenta a término,
que incluye diferencias en la composicion del medio de cultivo, la tensién de oxigeno, el tamafno de los
explantes y los protocolos de viabilidad, lo que dificulta la comparacién entre estudios . En el presente
trabajo se buscé estandarizar y consolidar una condicion de cultivo con base en la evaluacién integrada de
viabilidad, diferenciacién funcional y morfologia celular, priorizando la eficiencia de costos y la
reproducibilidad del protocolo.

La viabilidad celular fue evaluada mediante la actividad de la LDH en el sobrenadante del medio de
cultivo, la cual refleja el dafio de la membrana plasmatica y la liberacién del contenido citosélico de las
células dafiadas **. El patréon temporal observado, incremento en el segundo dia, descenso progresivo
hasta el quinto dia y nuevo ascenso al séptimo dia, concuerda con hallazgos reportados en la literatura para
este tipo de modelo . El aumento inicial de LDH en los dfas 2—3 es atribuido a la degeneracién mecanica
de las células periféricas del explante durante el procesamiento y el corte, fendmeno que disminuye con la
estabilizacion progresiva del cultivo ©. La disminucién sostenida hasta el dia 5 refleja la integridad celular
durante la fase activa de diferenciacion, mientras que el incremento final en el dfa 7 indica el inicio del
deterioro degenerativo natural propio del final del periodo de cultivo 7.

Estos resultados son consistentes con los de Kupper ez al., ® quienes al comparar cultivos de explantes
placentarios bajo condiciones de flujo versus estaticas, documentaron un patrén similar de liberacion de
LDH. Asimismo, coinciden con los datos de Tekkatte e al., ” quienes identificaron que un periodo de
estabilizacion de 24—48 horas es critico antes de iniciar los ensayos. Nuestros hallazgos sustentan que este
paso metodoldgico es esencial para garantizar la viabilidad del modelo y reducir el impacto del dafio
mecanico inicial.

La diferenciacién del sinciciotrofoblasto fue evaluada mediante la cuantificacion de B-hCG en el
sobrenadante del medio de cultivo. La B-hCG es sintetizada exclusivamente por el sinciciotrofoblasto y su
secrecion refleja tanto la viabilidad como la actividad secretora de esta poblacion celular ““'7. El perfil
temporal observado, ascenso desde el dia 2 hasta el pico maximo del dia 4, seguido de descenso progresivo
hasta el dia 7, coincide con el patrén reportado en estudios previos con explantes de placenta a término “*
7. Este comportamiento refleja la secuencia bioldgica de fusién del citotrofoblasto hacia el
sinciciotrofoblasto (dias 2—4) y el posterior inicio de la degeneracion apoptdtica del sincicio (dfas 5-7) 7.

Aunque las comparaciones estadisticas entre dias consecutivos no alcanzaron significancia (p > 0,05), la
tendencia biolégica observada sugiere diferenciacién activa en el modelo. Esta ausencia de significancia
estadistica es atribuible al reducido tamafio muestral y a la variabilidad biolégica inherente al modelo. En
este sentido, si bien la prueba de Mann-Whitney no detecté diferencias significativas entre pares de dias, la
tendencia temporal es biolégicamente coherente y consistente con la literatura. Estudios con mayor poder
estadistico permitirfan confirmar estas diferencias ”'”. Esta matizacién es importante para la interpretacion
correcta de los resultados: la ausencia de significancia estadistica no implica ausencia de diferenciacion
funcional, sino que refleja las limitaciones estadisticas inherentes al disefio metodoldgico del estudio. El
comportamiento observado en la viabilidad y diferenciacién celular es esperable en cultivos ex vivo de
tejido placentario y refleja la dinamica natural de adaptacion, estabilizacion y deterioro tisular progresivo.
Los datos sugieren que la ventana funcional éptima se ubica entre los dias 2 y 5, perfodo en el que la
actividad de LDH es minima y la secreciéon de 3-hCG alcanza su pico maximo, indicando viabilidad y
diferenciacién trofoblastica activa simultaneas.
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Por otra parte, la aparente discordancia entre la caida de -hCG en el sobrenadante a partir del dia 5 y el
mantenimiento de su expresiéon inmunohistoquimica en el trofoblasto postcultivo merece una
interpretaciéon precisa. Este fendémeno no refleja pérdida de diferenciacion funcional sino, mas
probablemente, una reduccién progresiva de la capacidad secretora del sinciciotrofoblasto, con
mantenimiento de la sintesis proteica, pero deterioro de los mecanismos de exocitosis y polaridad celular.
En consecuencia, la 3-hCG continua siendo producida, pero se acumula intracelularmente en lugar de ser
exportada al medio de cultivo. Este patrén es consistente con el proceso de senescencia del
sinciciotrofoblasto terminal descrito en la literatura, en el cual la integridad biosintética se preserva mas
tiempo que la competencia secretora’”. Estos hallazgos indican que la determinacién en sobrenadante
refleja actividad secretora activa, mientras que la inmunohistoquimica refleja sintesis sostenida; ambos
parametros son complementarios y deben interpretarse en conjunto para una caracterizacion funcional
completa del explante.

La formulacién del medio de cultivo RPMI-1640 suplementado proporciond las condiciones metabolicas
y hormonales necesarias para sostener la viabilidad y diferenciacién de los explantes durante 7 dias. La
literatura especializada documenta que los glucocorticoides estimulan la producciéon de hCG y promueven
la diferenciacion del citotrofoblasto hacia sinciciotrofoblasto, mientras que el acido retinoico actia como
regulador transcripcional de genes implicados en la diferenciacion trofoblastica *?. La insulina favorece la
diferenciacion y la secrecion de hCG en células trofoblasticas, y el suero fetal bovino aporta factores de
crecimiento y minerales esenciales para el mantenimiento del cultivo ®.

Tekkatte ef al.,” demostraron que la seleccion del tipo de medio de cultivo y los suplementos tienen un
impacto directo sobre la viabilidad y la secrecién de marcadores trofoblasticos en explantes placentarios,
enfatizando la necesidad de estandarizar estos parametros para garantizar la reproducibilidad entre
laboratorios. En esta misma linea, Aye ¢ a/.,  documentaron que los medios de cultivo con composicion
mas similar a la del plasma humano mejoran la proliferacion y diferenciacion de células madre trofoblasticas
en comparaciéon con medios convencionales como DMEM-F12, lo que resalta la importancia de la
optimizacién del medio como variable metodoldgica critica.

Por otra parte, el analisis inmunohistoquimico confirmé la preservacién de la arquitectura histologica
durante el perfodo de cultivo. L.a mayor intensidad de marcaje con hPL es consistente con la fisiologia del
trofoblasto a término, donde el sinciciotrofoblasto maduro secreta preferentemente hPL *'?. T.a expresion
de PLAP confirma la diferenciacién trofoblastica sostenida !?. Los hallazgos inmunohistoquimicos de los
marcadores leucocitarios son consistentes con la distribucién normal de células en el tejido placentario a
término**”. Las células CD45" y CD68" identificadas en el estroma velloso corresponden a los macréfagos
placentarios (células de Hofbauer), las células inmunoldgicas residentes predominantes en el estroma de
las vellosidades, cuya preservacion en los explantes postcultivo indica integridad del modelo “**”. Respecto
al marcador CD3: es importante precisar que la ausencia de expresion de CD3 (CD3") no es un marcador
especifico de células NK. Las células NK deciduales se caracterizan por el fenotipo
CD56bright/CD167/CD37, siendo la negatividad para CD3 solo indicativa de ausencia de linfocitos T @n,
Por tanto, las células CD3" identificadas en el estroma velloso son compatibles con un fenotipo NK pero
no pueden ser clasificadas como tales exclusivamente sobre la base de este marcador. Esta consideracion
no afecta la validez general del modelo, dado que las células NK uterinas (uNK) se localizan
predominantemente en la decidua y no en las vellosidades cori6énicas ®.

El modelo validado en el presente estudio ofrece una plataforma experimental reproducible para el
estudio de mecanismos fisiopatolégicos placentarios de relevancia clinica. En particular, su aplicacion es
pertinente para la evaluacion de los efectos del MgSOa sobre la produccion de citocinas, el estrés oxidativo
y la diferenciacion trofoblastica, en el contexto de la preeclampsia y la neuroproteccion fetal ¥, Estudios
realizados en Venezuela con modelos similares de explantes placentarios han documentado el efecto del
MgSOs4 y de la hipoxia sobre membranas de sinciciotrofoblasto, lo que subraya la pertinencia del presente
modelo . Asimismo, el modelo es adecuado para estudios de hipoxia placentaria, inflamacién y
modulacién farmacolodgica, lo que amplia su potencial de citacion e impacto en el ambito de la medicina
materno fetal.
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Es importante sefialar que el presente estudio presenta las siguientes limitaciones que deben considerarse
al interpretar los resultados: (1) el tamafio muestral reducido (y = 5 placentas), justificado por el caracter
metodolégico del estudio y las restricciones en la disponibilidad de tejido, limita el poder estadistico y la
generalizacion de los hallazgos; (2) el disefio unicéntrico, realizado en el Hospital Universitario de Caracas,
restringe la representatividad de la muestra a la poblacién atendida en dicho centro; (3) el estudio incluyo
unicamente placentas de tercer trimestre, por lo que los resultados no son extrapolables a etapas
gestacionales previas; (4) los investigadores realizaron ensayos funcionales adicionales previos a la
presentacion del modelo (citocinas, marcadores de estrés oxidativo) que permitieron caracterizar con
mayor profundidad el microambiente del cultivo, fortaleciendo la validacién del modelo aqui presentado..

CONCLUSIONES

El modelo de cultivo de explantes placentarios humanos de tercer trimestre bajo las condiciones descritas
(RPMI-1640 suplementado, 10% Oz, 5% COz2) evidencia ser reproducible, viable y funcionalmente
competente durante al menos 7 dias. Este modelo preserva la arquitectura tisular de las vellosidades
placentarias, mantiene la viabilidad del trofoblasto evaluada por la actividad de LDH y es consistente con la
diferenciacion funcional del citotrofoblasto hacia sinciciotrofoblasto, reflejada en la secrecién dinamica de
B-hCG con pico maximo al cuarto dia de cultivo.

El perfodo de estabilizaciéon de 24 horas previo al inicio de los ensayos experimentales es un requisito
metodolégico esencial para minimizar el efecto del dafio mecanico inicial sobre las determinaciones
bioldgicas. La inmunohistoquimica confirma la preservacion de la expresion de hormonas placentarias (8-
hCG, hPL, PLAP) y de los marcadores leucocitarios (CD45%, CD68*, CD3") durante el periodo de cultivo,
lo que otorga al modelo validez morfolégica y funcional para estudios biomédicos in vitro.

Este modelo constituye una herramienta experimental valiosa, de bajo costo y adaptable, con aplicacién
directa para la investigacion de mecanismos de inflamacion, hipoxia y estrés oxidativo en tejido placentario
humano, asi como para la evaluacion del efecto de intervenciones terapéuticas como el sulfato de magnesio.
Asimismo, el modelo ofrece perspectivas de aplicacion en ensayos de toxicidad farmacolédgica, permitiendo
evaluar el efecto de farmacos o compuestos de interés clinico sobre la viabilidad y funcién del trofoblasto
en tejido humano, sin recurrir a modelos animales con escasa equivalencia morfofuncional con la placenta
humana. Su establecimiento en contextos latinoamericanos, donde la estandarizaciéon de este tipo de
modelos es aun limitada, representa un aporte metodolégico de relevancia regional.
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