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RESUMEN

El objetivo principal del presente trabajo fue obtener cultivos
celulares primarios derivados de tejido embrionario de
Sarconesiopsis magellanica (Diptera: Calliphoridae), mosca
importante por sus aplicaciones en el establecimiento del
intervalo post-mortem. Se evaluaron siete medios de cultivo
(Grace, Grace/L15, MM, VP12, MM/VP12, Eagle y Schneider),
suplementados con 20% de suero fetal bovino. Se observé
adhesion, crecimiento y proliferaciéon celular en los medios
L15, Schneider y Grace/L15, lograndose mejores resultados
en los dos ultimos. La obtencién de la monocapa confluente,
se presentd en un tiempo promedio de doce dias, después
de realizados los explantes. El patréon de crecimiento de
los cultivos primarios mostré la presencia de vesiculas con
células adheridas a sus paredes, las cuales, ayudaron a la
formacién de la monocapa confluente. La morfologia celular
predominante en la monocapa correspondié a formas
fibroblastoides y, en menor proporcién, a epitelioides,
mostrando las primeras una apariencia similar a células
nerviosas. Adicionalmente, se registraron en los primeros
dias de los cultivos primarios, especialmente, en algunos
conglomerados de células, movimientos contractiles
semejantes a los realizados por células musculares. Estos
cultivos celulares primarios derivados de S. mangellanica
representan, potencialmente, sustratos adecuados para
realizar ensayos posteriores de susceptibilidad a infeccién
con arbovirus y parasitos.

Palabras clave: Moscas, medios de cultivo, tejido embrionario,
vesiculas, morfologia celular.

SUMMARY

The present work was aimed at obtaining and characterizing
cell cultures from Sarconesiopsis magellanica embryonic
tissue (Diptera: Calliphoridae). This fly is important by its
applicationsin the establishment of post-mortem interval. This
study evaluated seven culture medium (Grace, Grace/L15,
MM, VP12, MM/VP12, Eagle and Schneider), supplemented
with 20% fetal bovine serum. The adhesion, cell growth
and proliferation were observed in L15 medium, Schneider
and Grace/L15, achieving better results in the last two. The
confluent monolayer was present in an average of twelve
days after that the explants were made. The growth pattern
of the primary cultures showed the presence of vesicles with
cells adhering to its walls, which helped to form a confluent
monolayer. The predominant cell morphology in monolayer
correspond to fibroblastoid a lesser extent to epithelioid,
showing the first similar to nerve cells. Additionally, there
was in the early days of primary cultures, especially in some
clusters of cells, contractile movement, similar to those made
by muscle cells. These primary cell cultures derived from S.
magellanica represent potentially suitable substrates for
further testing of susceptibility to infection with arboviruses
and parasites.

Key words: Flies, culture media, embryonic tissue, vesicles,
cell morphology.

INTRODUCCION

Sarconesiopsis magellanica (Le Guillou, 1842) pertenece
a la familia Calliphoridae y es una mosca necréfaga y
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hemisinantrépica (Mariluis & Schnack, 1996; Pinilla et
al. 2012). En Colombia, esta especie tiene, al igual que la
mayoria de las pertenecientes a la familia Calliphoridae,
importancia a nivel ecolégico, médico y sanitario, debido a
sus hébitos de alimentacién y a las etapas en su desarrollo
biolégico, razén por la cual, pueden ser vectores mecanicos
de patégenos, tales como virus, bacterias, hongos, protozoos
y helmintos (Ferreira & Barbola, 1998; Forster et al. 2007) y
también sus larvas pueden llegar a causar miasis en algunos
vertebrados, incluido el hombre (Stevens, 2003; Visciarelli et
al. 2003; Pape et al. 2004; Montoya et al. 2009). Asi mismo,
S. magellanica es importante en investigaciones médico-
legales, debido a que puede ser utilizada en la determinacion
del intervalo post-mortem, al participar como primer
colonizador de cuerpos en descomposicién (Martinez et al.
2007; Segura et al. 2009). En Bogotd, especificamente en
una zona semirural, fue registrada como la primera especie
colonizadora de cuerpos de cerdo en descomposicién, el
cual, a su vez, se considera el principal biomodelo animal
usado para experimentacién en Entomologia Forense
(Segura et al. 2009). La presencia de esta especie ha sido
reportada en Argentina (Mariluis & Mulieri, 2003), en Bolivia,
en Chile, en Ecuador y en Pert (Pape et al. 2004). Mariluis &
Mulieri (2003) describen a este insecto como especialmente
adaptado a las alturas, en razén a que se encuentra en
zonas superiores a los 900 msnm. En Colombia, esta
distribuido en los departamentos de Antioquia, de Boyaca,
de Cundinamarca y Norte de Santander (Pape et al. 2004).

Desde comienzos del siglo XX, algunos investigadores trataron
de obtener células de insecto in vitro (Lynn, 2002), pero no
fue sino hasta 1962 cuando Grace, a partir de ovarios de
un lepiddptero, la polilla Emperador Australiana (Antheraea
eucalypti Scott, 1864), estableci6é la primera linea celular.
Desde entonces hasta nuestros dias, se han establecido
mas de 500 lineas celulares de insectos, correspondientes a,
aproximadamente, 120 especies, la mayoria, de las cuales,
pertenecen a los 6rdenes Diptera y Lepidoptera (Lynn, 2001;
2007).

Los cultivos celulares de insectos han contribuido al
desarrollo de estudios fisiologicos de las especies, de las
cuales, se derivan (Khurad et al. 2009; Zhang et al. 2011).
También, son herramientas importantes en campos como la
inmunologia, la biologia del desarrollo y en investigaciones
sobre biopesticidas (Suddep et al. 2005; Harrison & Lynn
2008; Xu et al. 2010). Por otro lado, estos sustratos celulares
son considerados un recurso potencial importante en
biologia molecular, debido a su uso en un amplio rango de
investigaciones aplicadas (Wu & Wang, 2006; Iwanaga et al.
2009); asi mismo, han resultado de gran utilidad en el estudio
de las interrelaciones parésito-hospedero (Takahashi et al.
1980; Cortes et al. 2011), en la propagaciéon de patégenos

especificos (Hoshino et al. 2009), en biofarmacéutica y en
la expresiéon de proteinas recombinantes (lwanaga et al.
2009; Khurad et al 2009; Kharat et al. 2010; Pan et al.
2010; Zhang et al. 2011). Cervarix®, vacuna contra el virus
del papiloma humano, fue el primer producto comercial
producido por el sistema baculovirus-vector (Mena &
Kamen, 2011). La aparicién del sistema vector de expresion
baculovirus a comienzos de 1980, para la producciéon de
proteinas heterélogas, adicional a los avances en ingenieria
metabdlica, ha permitido convertir el cultivo de células de
insecto en una nueva tecnologia de gran utilidad en estudios
biomédicos (Ikonomou et al. 2001), aumentando asi el
interés en el desarrollo de nuevas lineas celulares (Suddep
et al. 2005).

Ademaés de las aplicaciones de los cultivos celulares derivados
de insectos, senaladas anteriormente, existe una demanda
creciente de ellos en biologia celular y, particularmente, en
estudios gendémicos funcionales de insectos, sin descartar
el hecho que estas lineas celulares, originadas de una gran
variedad de especies, difieran en su capacidad para replicar
virus y expresar proteinas recombinantes (Hink et al. 1991;
Iwanaga et al. 2009; Goodman et al. 2012), razén por la
cual, se hace necesario establecer nuevas lineas celulares de
insectos (Hoshino et al. 2009; Khurad et al. 2009; Wen et
al. 2009; Pan et al. 2010; Zhang et al. 2011), precisamente,
para apoyar y para avanzar en todos los procesos
indicados. En la actualidad, no se conocen registros en la
literatura especializada universal de cultivos celulares de S.
magellanica. Para la familia Calliphoridae solamente existe
un registro de cultivos celulares primarios, que corresponde
a la especie Lucilia sericata (Echeverry et al. 2009). Por
otro lado, con respecto a especies de importancia forense
de la familia Sarcophagidae, se registra la linea celular de
Sarcophaga peregrina (Takahashi et al. 1980).

El objetivo principal del presente trabajo fue obtener cultivos
celulares primarios derivados de tejidos embrionarios de S.
magellanica, los cuales, se caracterizaron de acuerdo con el
patrén de crecimiento y la morfologia celular.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico: Para la iniciacion de los cultivos primarios
de S. magellanica, se utilizaron huevos embrionados,
tomados de una colonia previamente establecida, en
el laboratorio de Entomologia Médica y Forense de la
Universidad del Rosario, mantenida a una temperatura entre
22 a 25°C; humedad relativa de 60-70% y periodos de luzy de
oscuridad de doce horas. Como fuente de carbohidratos, se
utiliz6 una torunda impregnada con una solucién azucarada
y suplementada con 1mL de vitaminas del complejo B.
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Como alimento y sustrato proteico, para inducir las posturas
de los adultos hembras, se utilizé higado de cerdo.

Desinfeccién del material biolégico y obtencién de
cultivos primarios: Los huevos recolectados de la colonia,
aproximadamente 200 para cada ensayo, fueron previamente
incubados en el insectario, durante 20 a 22 horas, seguido
de una refrigeracién a 4°C por tres horas y un tiempo
adicional de incubacién de dos horas, a 37°C, antes de la
realizacion del explante. Después del tiempo de incubacion,
se depositaron en un tubo estéril cénico Falcom de 15mL,
donde se realizé un proceso de desinfeccién, de acuerdo con
el procedimiento registrado por Figueroa et al. (2007), con
algunas modificaciones. Se llevaron a cabo lavados seriados
de los huevos, el primero de ellos con 8mL de hipoclorito de
sodio al 0,5% con agitacién continua durante cinco minutos;
luego, al decantarse, se retir6 la solucién y, a continuacion,
se realizé un segundo lavado con 8mL de formaldehido al
5%, también con agitacién continua, durante cinco minutos.
Finalmente, siguiendo los pasos anteriores, se efectuaron
tres lavados sucesivos de los huevos, en agua destilada
estéril con antibiético (penicilina/estreptomicina al 1%).

Después del procedimiento de asepsia, a los huevos se
les adicion6é 3mL de tripsina al 1% y luego se llevaron a un
homogenizador de tejidos, donde se maceraron. El producto
del procedimiento anterior, se incubé durante cuatro minutos
a 37°C; pasado este tiempo, se adicionaron 5mL del medio
de crecimiento seleccionado, con el propésito de desactivar
la tripsina. El contenido, se centrifugd a 432g, durante
siete minutos. Después de descartar el sobrenadante, el
precipitado fue resuspendido en 5mL de medio de cultivo
seleccionado y, de inmediato, se vertié la mezcla en un
frasco de cultivo de 25cm?’. Finalmente, el frasco con el
contenido, se llevé a incubacién, a una temperatura de 28°C,
sin atmosfera de CO.,.

Medios de cultivo evaluados: Para la iniciacién de los cultivos
celulares primarios, se evaluaron los medios de cultivo
siguientes: L-15 (Gibco®), Grace/L-15 (Gibco®), Eagle
MEM (Gibco®), MM (Mitsuhashi & Maramorosh, 1964),
VP12 (Varma & Pudney, 1969), MM/VP12 (Varma & Pudney
1969) y Schneider (Sigma®); suplementados, cada uno de
ellos, con 20% de Suero fetal Bovino (SFB) y una solucién de
antibidtico-antimicético al 1%.

Morfologia celular y patrén de crecimiento: Se realizaron
observaciones diarias de los cultivos primarios, haciendo
uso de un microscopio invertido (Leica DMIL), donde
se identificaron las formas celulares. También, se hizo
seguimiento diario a las caracteristicas del crecimiento y
patrones morfoldgicos, que se fueron configurando en los
cultivos, a través del tiempo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Iniciacién de cultivos celulares primarios y medios de cultivo:
El crecimiento celular, se inici6 a las 48 horas, posterior
a la siembra de los tejidos embrionarios, en los medios
L15, Grace/L15 y Schneider. No hubo crecimiento en los
medios MM, VP12, MM/VP12 y Eagle (Tabla 1). La principal
fuente para la obtencién de cultivos primarios, se present6
alrededor de pequenos fragmentos del explante, adheridos
a la superficie inferior del frasco de cultivo; sin embargo,
hubo también proliferacion de células sueltas, algunas,
inicialmente, en suspensién y en otras, formando colonias
aisladas, similar a lo registrado por Grasela et al. (2012), Li et
al. (2012) y Zhang et al. (2012). El tiempo relativamente corto
empleado en la iniciacion del crecimiento celular, a partir de
los tejidos embrionarios de S. magellanica sembrados en
los tres medios de cultivos antes indicados como 6ptimos,
es una caracteristica poco comun en cultivos celulares de
insectos, lo cual, es excepcionalmente similar al tiempo
post-siembra registrado en el medio de cultivo L-15, en la
iniciacion de los cultivos celulares primarios derivados de
tejidos embrionarios de la mosca Lucilia sericata (Meigen,
1826) donde el crecimiento celular se inici6 en las primeras
horas después de haberse realizado los explantes (Echeverry
et al. 2009).

La seleccién del tiempo de incubacién de los huevos
constituye uno de los factores determinante para la iniciacién
del crecimiento celular y, en el presente trabajo, los mejores
resultados, se lograron en aquellos que alcanzaron las dos
terceras partes del desarrollo embrionario (22 y 24 horas
de incubacién), siendo similar esta situacién a lo registrado
en cultivos celulares de mosquitos (Charpentier et al. 1995;
Bello et al. 2001; Ardila et al. 2005) y también de fleb6tomos
(Rey et al. 2000; Zapata et al. 2005). Ademas, un periodo
de incubacién de los huevos a una temperatura de 37°C,
durante un tiempo no superior a dos horas, antes de su uso
en los explantes de tejido embrionarios, tal como ocurrié en
el presente trabajo, estimula la division celular e incrementa
su metabolismo, lograndose, de esta forma, en los medios
de cultivo 6ptimos, un menor tiempo en la iniciaciéon del
crecimiento y la proliferacién celular de los cultivos primarios
(Oelofsen et al. 1990).

Por otro lado, el tiempo empleado en la formacién de las
monocapas confluentes en los tres medios de cultivo (Figuras
1a, b, c) donde se inici6 el crecimiento celular, no se dio por
igual en todos ellos; asi tenemos que el medio de cultivo,
con un registré menor de duracion, fue Grace/L15, con ocho
dias, seguido de Schneider, con diez dias y, por ultimo, L15,
con 19 dias. Esta situacién es diferente a lo registrado en los
cultivos celulares primarios derivados de L. sericata, donde
la formacién de la monocapa celular se obtuvo solamente en
el medio L15, a pesar que se evaluaron los mismos medios
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Tabla 1. Resumen del proceso de obtencién de los cultivos celulares primarios derivados de tejidos embrionarios de S.

magellanica.
Nameros de Fuente Medi? de lr.licio Morfologia celular Formacion
explantes cultivo crecimiento monocapa
6 Huevo MM | e e e
6 Huevo VP12 | e e e
6 Huevo MMNVP12 | e | e e
19 Huevo L15 1-3 Epitelioides y similares a nerviosas Sl
28 Huevo Grace/L15 1-3 Epitelioides y similares a nerviosas Si
25 Huevo Schneider 1-3 Epitelioides y similares a nerviosas Sl

de cultivo comparados con los empleados en el presente
trabajo y, ademas, se establecié un tiempo mayor en la
configuracién de la monocapa, correspondiente a 45 dias
(Echeverry et al. 2009); sin embargo, en cultivos celulares
de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762), teniendo como fuente
nutritiva el medio Grace/L 15, se necesitaron seis meses para
la formacién de la monocapa confluente (Ardila et al. 2005).

Estas diferencias, en los tiempos prolongados o cortos,
evidenciadas en la duracién en la formaciéon de las
monocapa confluentes, dependen fundamentalmente del
proceso de adaptacién y de proliferacion de las células en
respuesta a las condiciones nutricionales, fisico-quimicas y
ambientales, establecidas en los cultivos celulares primarios,
derivados de insectos (Zhang et al. 2011). También, el
hecho que algunos medios de cultivo, tal como se indico

e AR

arriba, no resultaron viables, se explica por la ausencia de
nutrientes adecuados y suficientes para la adaptacion y el
crecimiento celular. Asi mismo, los tres medios de cultivo
donde hubo crecimiento celular y formacién de monocapas
tuvieron diferencias notables en el proceso de evolucién y
desarrollo de los subcultivos que se produjeron, asi se pudo
establecer que en L-15 solamente se obtuvieron tres pases,
en Grace/L-15 hubo seis y en Schneider se han mantenido
hasta el momento siete pases. Estas diferencias, se pueden
deber a la variabilidad en la composiciéon de los medios de
cultivo, en términos de mayor o menor similitud con las
sustancias que conforman la hemolinfa de los insectos, de
donde se derivan los cultivos celulares (Grace, 1962).

En concordancia con la adaptacién de las células, la
evolucion favorable de ellas en el crecimiento, en menor

Figura 1. Monocapas confluentes obtenidas en diferentes medios de cultivo. A. Medio Grace/L15 después de 8 dias de
cultivo (20X). B. Medio Schneider después de 10 dias de cultivo (20X). C. Medio L15 después de 19 dias de cultivo (20X).
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tiempo, hasta la formacién de la monocapa y el posterior
desarrollo de subcultivos, a través de los pases sucesivos, los
medios que mejores resultados produjeron fueron: Grace/
L15 y Schneider; sin embargo, el medio de cultivo en donde
se presenté una mejor adaptacion celular, a partir de los
explantes de tejidos embrionarios de S. magellanica, fue
Grace/L15, siendo, a su vez, el que tuvo concentraciones
de iones de calcio, de potasio y de sodio, similares a las
registradas en la hemolinfa de los dipteros de la familia
Calliphoridae (Le Douarin, 1971), a la cual, pertenece dicha
especie. Este hecho, probablemente, contribuyé en forma
decisiva a simular las condiciones in vitro éptimas de las
células cultivadas, parecidas a las del insecto seleccionado,
permitiendo asi la posterior evolucién de los cultivos celulares
primarios hasta la formacién de la monocapa, en un tiempo
relativamente menor. Por otro lado, el medio Schneider, a
pesar de tener menores concentraciones de iones minerales,
comparado con el anterior, es el Unico de los evaluados
que registra la presencia de dos sustancias nutritivas
necesarias en los procesos fisiolégicos de los insectos:
trehalosa y extracto de levadura. La primera sustancia es
un componente importante en la hemolinfa de los insectos,
que aumenta la sobrevivencia de las células en los cultivos,
mientras que el extracto de levadura mejora la adherencia
de los tejidos y de las células a la superficie de los frascos de
cultivo, promoviendo, a su vez, la disociacion de las células
en las masas de tejido. En sintesis, estos dos compuestos y
sus interacciones promueven la adherencia, el crecimiento y
la propagacién de células en la superficie de los frascos de
cultivo (Zhang et al. 2011).

Patrén de crecimiento: Aunque en la iniciacion de los cultivos
primarios se registraron pocas células y fragmentos de tejidos
en suspension temporal en los medios de cultivo, el patrén
definitivo en el crecimiento y en la propagacion de las células
se dio en forma de adherencia a la superficie; sin embargo,
también se observaron vesiculas (Figura 2) con células
adheridas a su superficie, situacién que fue comuan para los
tres medios de cultivo sefalados como 6ptimos, las cuales,
después de un tiempo, relativamente corto, se disociaron y
contribuyeron a la formacién de nuevas colonias celulares
en la superficie del frasco de cultivo que, luego de unirse
con otras previamente constituidas, tuvieron una evolucion
favorable en su crecimiento ulterior hasta monocapas
confluentes. Estas vesiculas también han sido reportadas en
trabajos previos sobre cultivos celulares de insectos, entre
otros, por Bello et al. (1999); Suddep et al. (2005); Echeverry
et al. (2009), Segura et al. (2012) y Goodman et al. (2012).

Otra caracteristica fenotipica observada como un marcador
importante en el crecimiento de los cultivos celulares
primarios de S. magellanica, en los primeros dias, fue la
presencia de una contraccién ritmica que se localizé en
algunos conglomerados de células adheridas a la superficie
de los frascos, pero, luego de los tres primeros subcultivos,
no se volvi6 a observar. Este movimiento también se ha
registrado en varios trabajos sobre establecimiento y
caracterizacion de lineas celulares de insectos, tales como
los efectuados por Inoue et al. (1991); Bello et al. (1999);
Khurad et al. (2009); Echeverry et al. (2009); Wen et al.
(2009); Pan et al. (2010) y Xu et al. (2010). Posiblemente,
el movimiento ritmico es debido a la accién de proteinas

Figura 2. Vesiculas observadas en los primeros dias de cultivo en el medio Schneider (40X).
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Figura 3. Morfologia celular en los primeros dias de cultivo en el medio Grace/L15 (20X).

contréctiles propias de células derivadas de tejido muscular
(Segura et al. 2012). La pérdida del movimiento, a través del
numero de pases, puede ser consecuencia de un proceso
de seleccion adaptativa de las células a las condiciones
establecidas en el medio de cultivo (Takahashi et al. 1980;
Khurad et al. 2009).

Morfologia celular. La forma de las células al inicio de los
cultivos celulares primarios fue heterogénea: esféricas
pequenas, alargadas discontinuas y gigantes irregulares
(Figura 3). No obstante, a los pocos dias del crecimiento
celular, se configuraron mayoritariamente las formas
alargadas fibroblastoides y, en menor proporcién, las
epitelioides, similar a lo registrado por Li et al. (2012) y
Zhang et al. (2012), pero ya constituida la monocapa las
formas fibroblastoides fueron practicamente las unicas
registradas. En los primeros subcultivos, se observaron en
las células finos filamentos o prolongaciones citoplasmaticas
que, algunas veces, formaron redes de apariencia similar a
las células nerviosas. Esta situacion es concordante con la
descripcién registrada por Echeverry et al. (2009) en los
cultivos celulares primarios de L. sericata. La presencia
de grupos con morfologias celular diferente en los cultivos
celulares primarios, se debe, posiblemente, a los diversos
tipos de tejidos disponibles en los huevos embrionados
utilizados en los explantes (Rey et al. 2000; Miranda et al.
2008; Ardila et al. 2005).

En conclusién, se obtuvieron cultivos celulares primarios
a partir de tejido embrionarios de S magellanica, en los
medios L-15, Grace/L15 y Schneider; sin embargo, los
mejores resultados se lograron en los dos Ultimos medios.

Se establecid la tipificacién del cultivo, mediante el patrén de
crecimiento y las caracteristicas morfoldgicas de las células
hasta el desarrollo exitoso de monocapas confluentes, con
lento crecimiento posterior, a través de los subcultivos.
Estos sustratos celulares, se consideran una herramienta
importante por sus aplicaciones potenciales en los campos
biotecnolégicos y biomédicos, incluyendo inmunologia,
endocrinologia, toxicologia, bioquimica y parasitologia.
De forma inicial, se usardn en ensayos de susceptibilidad
a infecciones con arbovirus y también como sustratos
para el desarrollo del ciclo biolégico de algunos paraésitos,
principalmente, del género Leishmania (Cortes et al. 2011).
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