Cultivo de la linea celular HEp-2: doblaje
poblacional y coloracion con Giemsa

Perspectivas para el estudio de la infeccion
con Chlamydia trachomatis

Jutinico Shubach AP.*?, Malagén Garzén. J %, Manrique Chacén J Ny 12
Goémez M3, Gémez M. Esp'?, Sdnchez Mora RM. MSc. PhD %',

1. Grupo Biotecnologia y Genética. Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca.
2. Programa Bacteriologia. Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca.
3. Docente Programa Bacteriologia. Universidad Colegio Mayor De Cundinamarca.
Correspondencia: rmsanchezm@unicolmayor.edu.co
Recibido: 12/02/2014 Aceptado: 26/03/2013

Resumen

Los cultivos celulares se han convertido en herramientas esenciales para la investigacion bdsica. Se
aplican en inmunologfa, virologfa, biologia molecular, ingenieria genética y farmacologfa, entre
otras dreas. Se usan también en procesos industriales farmacéuticos, en técnicas de diagnéstico
clinico y para estudio de trasplante de tejidos. En bacteriologia, estos cultivos permiten confirmar
una infeccidn, evaluar la eficiencia de antimicrobianos, realizar estudios de infectividad, investi-
gar sobre nuevas especies, obtener gran cantidad de microorganismos no cultivables para optimi-
zar técnicas y examinar las relaciones entre la célula huésped y los microorganismos intracelulares
(virus, bacterias y pardsitos).

La linea celular HEp-2 (Human Epidermoid Cancer Cells) es utilizada en estudios de infeccién
con diferentes bacterias, entre ellas Chlamydia trachomatis (CT), con el fin de determinar los
mecanismos por los cuales este patdgeno sobrevive en la célula huésped. También se emplea para
observar la accién de péptidos antimicrobianos y de extractos para combatir la infeccién causada
por dicha bacteria. Para este estudio se realizaron curvas de crecimiento en la linea celular HEp-2
con medios DMEM-F12 y MEM. Se estandarizé, ademds, la coloracién con Giemsa y se calculd
el doblaje poblacional con diferentes inéculos para evaluar el desarrollo de la linea celular en cul-
tivo y seleccionar las condiciones 6ptimas para realizar futuros ensayos de infeccién con pardsitos
intracelulares, en particular con CT serovar L2.

Palabras clave: Chlamydia trachomatis, cultivo celular, doblaje poblacional, infeccién, linea
celular HEp-2.
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Cultivation of the cell line hep-2: dubbing of population
and coloring with Giemsa

Abstract
Cell cultures have become essential tools for basic research. They are applied in immunology,
virology, molecular biology, genetic engineering and pharmacology, among other areas. They are
also used in pharmaceutical industrial processes, in techniques of clinical diagnostic, and to study
tissue transplantation. In bacteriology, these crops allow us to confirm an infection, assess the
efficiency of antimicrobials, carry out studies of infectivity, investigate on new species, obtaining
a large number of microorganisms non-arable to optimize techniques, and to examine the rela-
tionship between the host cell and intracellular microorganisms (bacteria, viruses, and parasites).

The HEp-2 cell line (Human epidermoid cancer cells) is used in studies of infection with different
bacteria, including Chlamydia trachomatis (CT), in order to determine the mechanisms by which
the pathogen survives in the host cell. It is also used to observe the action of antimicrobial pepti-
des and extracts to combat the infection caused by the bacterium. For this study, growth curves
of the HEp-2 cell line were carried out with DMEM-F12 and MEM media. In addition, the stai-
ning with Giemsa was standardized, and the population dubbing was calculated with different
inocula for assessing the development of the cultured cell line and select the optimal conditions
for future tests of infection with intracellular parasites, in particular with CT serovar L2.

Keywords: cell culture, cell line HEp-2, chlamydia trachomatis, dubbing population, infection.

Introduccion

En 1952, Alice E. Moore, Lillian Sabachewski
y Helene W. Toolan establecieron el protocolo
para el cultivo celular de HEp-2. La linea celular
se obtuvo a partir de tumores inducidos en ratas
jovenes, tras inocularlas con tejido de carcinoma
epidermoide proveniente de un paciente de 56
anos de edad. El aislamiento de células in vitro se
realiz con una mezcla de liquido amnidtico bovi-
no, extracto embrionario, solucién salina y sueros
equino y humano (1).

Las HEp-2 son células que se encuentran am-
pliamente distribuidas y se utilizan en distintos
estudios con virus como el del Herpes Simplex,
Sarampién, Adenovirus, Poliovirus, Sincitial Res-
piratorio, ECHO-virus y el Coxsackie, entre otros
(2). Estas células se caracterizan por servir en un
sistema iz vitro apropiado parael estudio y diagnds-
tico, ademds de virus, también de bacterias como
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Chlamydia pneumoniae, Listeria monocytogenes,
Stenotro-phomonas maltophilia, Brucella abortus,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Trypanoso-
ma cruzgi, entre otras. Esta linea celular, ademids,
tiene una amplia aplicacién en medicina para el
diagnéstico de anticuerpos antinucleares (ANA);
en biologia celular, para el estudio de receptores y
para la investigacién en cdncer (3).

La Chlamydia trachomatis (CT) es una bacteria
intracelular obligada (4), Gram negativa, no mévil
y aerdbica, patdgena del humano, perteneciente a
la familia Chlamydiaceae y considerada como uno
de los microorganismos de transmisién sexual mds
prevalentes en el mundo (5). La CT es sensible a
varios antibidticos, sin embargo no se puede dar
un tratamiento oportuno debido a la ausencia de
sintomas en los individuos afectados. Esta bacte-
ria utiliza el glutamato como fuente primaria de
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carbono y su principal fuente de energfa es el ATP
de la célula huésped (5). Se pueden identificar
distintas serovariedades de CT, dentro de las cua-
les estdn las causantes de tracoma (A-C), de in-
fecciones transmitidas por via sexual (D - K) y las
que causan linfogranuloma venéreo LGV (L1 - L2

- L3) (6-7).

Con respecto a la serovariedad L2 de CT, se co-
nocen varias caracteristicas, como su propiedad
invasiva y su ataque a los tejidos linféticos y sube-
piteliales del tracto genital, compromiso con la
formacién de linfoadenopatia, hasta una disemi-
nacién sistémica. Ademds de las células epitelia-
les, se cree que los linfocitos pueden ser vehiculo
potencial para la difusién de la infeccién (7). No
obstante, los mecanismos por los cuales CT se
siembra en el organismo son atin desconocidos (8).

Los estudios en CT, llevados a cabo en la actuali-
dad, se realizan sobre lineas celulares susceptibles
a su infeccién (9). En ese sentido, el objetivo del
trabajo que se presenta es estandarizar las condi-
ciones del cultivo de la linea celular HEp-2 y de-
terminar la efectividad de los medios, a partir de
curvas de crecimiento y doblaje poblacional, con
el fin de poder utilizar éstas en futuros ensayos de
infeccion con el serovar L2 de CT.

Metodologia

Estandarizacion del cultivo

La estandarizacién del cultivo de la linea celular
HEp-2 se realizé sobre una placa de 24 pozos. Ini-
cialmente, se descongeld el crio vial obtenido en
el Instituto Nacional de Salud (INS) con base en
el protocolo normalizado en el laboratorio de Bio-
tecnologia y Genética de la Universidad Colegio
Mayor de Cundinamarca (UCMC). El porcentaje
de viabilidad y muerte celular se establecié por el
método de azul tripdn. En cada pozo se generalizé
el nimero de células por adicionar con el agregado
de 500 pl de medio MEM o DMEM-F12 Gibco®,
concentracién de Suero Fetal Bovino (SFB) al 5%
y 10%. En algunos pozos se anadieron 5ul de la
mezcla de antibidtico y 5ul de glutamina. Como

control, algunos de los pozos se dejaron con cé-
lulas HEp-2 sin ninguno de los tratamientos.
La caja se incub6 a una temperatura de 37°C con
5% de CO, y se monitoreé durante tres dfas. El
ensayo se realizé por triplicado usando los medios

de MEM y DMEM-F12 Gibco".

Coloracion de las células HEp-2 con Giemsa
Para realizar la estandarizacién de la coloracién
con Giemsa, se hicieron crecer las células HEp-2
en cajas de 24 pozos sobre laminillas de vidrio,
en medio DMEM-F12, bajo condiciones de 5%
de CO,, a una temperatura de 37°C, hasta obte-
ner una confluencia de 90%-100%. Luego se la-
varon las células con solucién salina estéril, se les
retiraron posibles detritos y se fijaron con metanol
concentrado durante 15 minutos para iniciar la
coloracién. Con el fin de normalizar el tiempo y la
concentracién del colorante adecuados para la ob-
servacion optima de las células HEp-2, a través de
microscopio éptico. El ensayo se llevé a cabo con
la utilizacién de diferentes concentraciones de los
reactivos (solucién colorante de trabajo) y distintos
tiempos de contacto con las células.

Doblaje poblacional y tiempo de duplica-
cion de la linea celular HEp-2

Con el propésito de determinar el doblaje po-
blacional y el tiempo de duplicacién, las células
HEp-2 se sembraron en una placa de 24 pozos,
con densidades iniciales de 2,0 x 10% 6,0 x 10%
10,0 x 10* en ImL de medio DMEM-F12 (en una
mezcla 1:1). En otra placa, las células HEp-2 se
sembraron en densidades de 2,0 x1 0% 6,0 x 10%
10,0 x 104 en 1mL de medio MEM. Las mezclas
fueron complementadas con 10% de SFB y 1%
de antibidtico, y se incubaron a una temperatura
de 37°C con 5% de CO,. Este procedimiento se
efectudé por duplicado y las placas fueron moni-
toreadas durante 48 horas. La monocapa de cé-
lulas HEp-2 fue despegada de la placa utilizando
0,6% de Tripsina-EDTA y se realizé la viabilidad
celular por el método de azul tripdn. Al finalizar
el ensayo, el nimero de células que se obtuvie-
ron a las 48 horas permitié examinar el doblaje
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poblacional (NPD) de las células HEp-2, con base

en la siguiente férmula:

NPD=3.33+ 1ogm<ﬁ)
No

Dénde:
NPD es el nimero de doblaje poblacional.
N, el nimero de células sembradas en un tiempo
igual a X.
No, el ndmero de células sembradas en tiempo
igual a 0.

Andlisis estadistico
Las observaciones se hicieron empleando el pro-
grama RO versién 2.8.1 (B. D. Ripley and D. J.
Murdoch, Boston, USA, 2005). Se efectuaron
andlisis de varianza (ANOVA) de los diferentes
tratamientos, con un intervalo de confianza para

una p = 0,05y 1-a = 0,95.

Resultados
Las células HEp-2 se obtuvieron a partir crioviales
conservados a menos 70°C que fueron donados por
el grupo de virologfa del INS. El porcentaje aproxi-
mado de viabilidad de los crio viales fue 85% (2,9
X 106 células HEp-2 por micro litro), determinado
por el método de exclusién de azul tripan.

Estandarizacion de cultivo de células HEp-2
La cantidad de células adicionadas en cada pozo fue
2,9 x 10°. El primer dia se observé ausencia de con-
taminacién, sin cambios en color y aspecto del me-
dio; se percibieron muy pocas células adheridas. Las
células HEp-2 presentaron, en todos los pozos, una
morfologia de aspecto alargado, con niicleos y mem-
branas definidas (figura No 1a). La confluencia de los
pozos que contenian 1% de antibi6tico en ausencia
de glutamina fue de aproximadamente un 45%; alli
se observé un bajo porcentaje de detritos (figura No
1b). La confluencia de las células HEp-2 en los po-
zos que contenfan 1% de glutamina fue menor con
respecto a los demds pozos. Se alcanzé un 25% de
confluencia y se encontraron detritos (figura No 1¢).

En el segundo dfa, los pozos control continuaron
en condiciones estériles y con baja cantidad de
células adheridas. Los pozos que contenian anti-
biético sin glutamina reflejaron un aumento en el
nimero de células adheridas, con una confluencia
aproximada de 80% a 82%, sin presencia de de-
tritos (figura No 1d). En contraste con lo anterior,
los pozos de las columnas con glutamina mostraron
mayor presencia de detritos, sin un aumento signi-
ficativo en el ndimero de células confluentes, aproxi-
madamente entre un 28% y un 30% (figura No
le). Por lo encontrado en estos pozos, fue notable
cémo la presencia de glutamina afecté el cultivo de
las HEp-2 bajo tales condiciones de cultivo.

Figura 1. Estandarizacién del cultivo de células HEp-2. Fotos tomadas, 72 horas después del cultivo, a través de microscopio invertido
con un aumento de 10X. A. Células Hep 2 con morfologia de aspecto alargado, con nicleos y membranas definidas. B. Células Hep- 2
con 1% de antibiético en ausencia de glutamina. C. Células HEp-2 con 1% de glutamina. D. Células con antibiético sin glutamina. E.
Células con glutamina. F. columnas con antibidtico y sin glutamina presentaron una confluencia de 90% a 95% en ausencia total de
contaminacion. G. Porcentaje de confluencia y detritos al tercer dia de cultivo.
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Al tercer dia, los pozos control continuaron en
condiciones estériles y con baja cantidad de células
adheridas. Los pozos de las columnas con antibié-
tico y sin glutamina presentaron una confluencia
de 90% a 95% en ausencia total de contaminacién
(figura No 1f). En contraste, los pozos con gluta-
mina fueron descartados debido a la alta cantidad
de detritos y a la disminucién casi total del nime-
ro de células.

Los porcentajes de confluencia y de adhesion ce-
lular fueron evaluados durante los tres dias de
seguimiento del cultivo mencionado. Los datos
para el tercer dia se muestran en la figura 1g. Para
comprobar cambios en la confluencia y crecimien-
to celular durante el ensayo, se utilizaron concen-
traciones de SFB. Sin embargo, no se evidencié
un cambio significativo en la confluencia de los
diferentes pozos (datos no mostrados).

Los ensayos se cumplieron con medio MEM vy la
mezcla de DMEM-F12 en relacién 1:1. No obs-
tante, los resultados obtenidos no mostraron cam-
bios significativos, a partir de lo cual se determi-
né que las condiciones éptimas para cultivar las
HEp-2 son: presencia de 5% de CO,, temperatura
de 37°C, antibiético y componentes nutricionales
que les brinda los medios DMEM-F12 y MEM,

en una mezcla o por separado.

Se realiz6 doblaje poblacional para poder deter-
minar la efectividad de los medios y el tiempo de
crecimiento de la linea celular. Se utilizaron los
dos medios con el fin de poder concluir con cudl

se obtenia la mejor confluencia en menor tiempo,
lo cual facilité la ejecucién de los ensayos de infec-
cién con CT serovariedad L2.

Estandarizacion de la coloracion de células
HEp-2 con Giemsa

La coloracién con Giemsa se realizé fijando las
células a laminillas con metanol, tal como se des-
cribe en el procedimiento. Las células expuestas a
esta coloracién fueron observadas en microscopio
invertido 40X. Con el objetivo de determinar la
concentraciéon de colorante y el tiempo al cual la
limina con las células deberia ser sometida para
realizar la observacién en detalle, inicialmente se
tomaron 50 partes de solucién amortiguadora mds
1 parte de solucién madre, en diferentes tiempos
(15 min, 20 min y 25 min).

De esta manera se obtuvieron células débilmente
coloreadas y morfolégicamente dificiles de visua-
lizar (figura No 2a). Ante esta situacion, se recu-
rri6 a 40 partes de solucién amortiguadora mds 1
parte de solucién madre; la coloracién se analizé
en los diferentes tiempos. Bajo estas condiciones,
la coloracién en las células mejord, pero la mor-
fologia de las células HEp-2 no fue clara ni defi-
nida (figura No 2b). Se pasé entonces a emplear
una nueva combinacién de trabajo, compuesta
por 30 partes de solucién amortiguadora mds 1
parte de solucién madre, con periodos de tiempo
distintos a los anteriores (1 h, 15 min, 50 min).
Estos cambios permitieron resaltar las caracteris-
ticas morfolégicas como el nicleo y la membrana
de las células.
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Figura 2. Estandarizacién coloracién de células HEp-2 con Giemsa. Células HEp-2 no infectadas, observadas en
microscopio 6ptico (40X), A: Coloreadas con solucién de trabajo con una concentracién de 50 partes de Solucién
amortiguadora y 1 parte de solucién madre. B. Solucién de trabajo con una concentracién de 40 partes de Solucién
amortiguadora y 1 parte de solucién madre; C. Solucién de trabajo con una concentracién de 30 partes de Solucién
amortiguadora y 1 parte de solucién madre 1 hora fijadas con metanol.

Finalmente, fue necesario usar la misma concen-
tracién de trabajo (30 partes de solucién amor-
tiguadora mds 1 parte de solucién madre) pero
con 1 hora de exposicién en todas las células. No
obstante, se incluyé una variacién al colorear las
células sin fijarlas con metanol, en comparacién
con las células que se encontraban fijadas. Por
tanto, se pudo concluir que las condiciones de
tiempo y solucién de trabajo utilizadas en este
tltimo ensayo fueron las mds adecuadas y me-

joraron la visualizacién de las células HEp-2 (fi-
gura No 2d).

28

Doblaje poblacional y tiempo de duplicacién
de la linea celular HEp-2

Las células HEp-2 descongeladas se sembraron a di-
ferentes densidades iniciales con el fin de determinar
el doblaje poblacional (2,0 x 104; 6,0 x 104, y 10,0 x
104 células/ml). Se realizaron siembras por triplicado
para cada medio y se incubaron en atmésferas hiime-
das con 5% de CO, a 37° C. El crecimiento y viabi-
lidad celular se determinaron por medio de recuento
con azul tripdn a diferentes tiempos de cultivo (0,
24 y 48 horas). La confluencia se observé y clasificé
utilizando el microscopio invertido con el objetivo
de 40X, sin confluencia (figura 3a), sub confluente
(figura 3b) y confluente (figura 30).
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Figura 3. Clases de confluencia

En los tres ensayos, con el medio DMEM-F12, se
evidenciaron aumentos en la confluencia y la ad-
herencia durante los diferentes periodos de tiem-
po (tabla No 1). La evaluacién de la confluencia

en los cultivos de células HEp-2, bajo distintas
concentraciones, permitié confirmar que a mayor
densidad de células inoculadas en el tiempo 0 se
produce mayor confluencia a las 48 horas.

Tabla 1. Evaluacién generalizada de la confluencia de las células HEp-2 a concentraciones iniciales diferentes y a tiempos de 24, 48

horas en medio DMEM:F12 y en medio MEM

24 H

células sembradas

48 H 24H 48H

A/C
(x 104 A/C .
DMEM:F12 DMEM:F12
1 Control Control Control Control Control
2 2,0 SC+ C 30% SC+C 35% SC 30% C50%
4 6,0 SC+C 45% SC+C 65% C 80% C 80%
6 10,0 C75% C 80% C90% C 90%

Fuente: los autores. SC: Subconfluente; C: confluente; SC+C: subconfluente + islas confluentes.
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Las células HEp-2, durante su desarrollo en
DMEM-F12, presentaron un crecimiento en
monocapas subconfluentes hasta llegar a una
confluencia total a las 72 horas, como se observa
en la tabla No 2. La mezcla de medio DMEM-
F12 aporta los factores de crecimiento, los ami-
nodcidos y nutrientes adecuados, dando a la linea
celular las condiciones 6ptimas de viabilidad du-
rante el tiempo de evaluacién de las mismas. El
crecimiento permanente y la confluencia a través
del tiempo que reflejaron las células HEp-2 en la
mezcla de medios DMEM-F12, fueron similares
a los resultados obtenidos en el medio MEM (fi-
gura No 2d).

Tabla 2 Doblaje poblacional. Incremento de la densidad inicial
del inoculo después de transcurridas 72 horas en medio DMEM:

F12
Total células Densidad Niamero de
Pozos  sembradas poblacional doblaje
(cel/pozo) 10* final poblacional
2 2,0 12,0 2,59
4 6,0 32,0 2,42
6 10,0 43,0 2,10

Fuente: los autores

Con frecuencia, en la mayorfa de los cultivos
celulares, la poblacién del cultivo primario con-
fluente se usa para dar origen a dos nuevas pobla-
ciones celulares. De esta forma, con cada pasaje,
se obtiene un doblaje poblacional (NDP). El ni-
vel de este doblaje es un nimero que se utiliza
para describir las "duplicaciones" que haya su-
frido una poblacién celular de un pasaje a otro
(10). En tal sentido, se encontré que el nimero
de doblaje poblacional (NPD) es inversamente
proporcional a la concentracién inicial de células
HEp-2 inoculadas; por lo cual, en concentracio-
nes de 2,0 x 10* células HEp-2/ml se encuentra

un NPD de 2,59 (tabla No 3).
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Tabla 3. Doblaje poblacional. Incremento de la densidad inicial
del inoculo después de transcurridas 72 horas en medio MEM

Total células Densidad Niamero de
Pozos  sembradas  poblacional  doblaje po-
(cel/pozo) 10* final blacional
2 2,0 5,0 1,31
4 6,0 15,5 1,37
6 10,0 20,0 1,00

Fuente: los autores

Cuando se compararon los dos ensayos de do-
blaje poblacional realizados en sendos medios
-DMEM-F12 y MEM- se comprobé el desarro-
llo de la linea celular sin ningtn problema. Tales
medios aportan los requerimientos necesarios para
que haya un buen crecimiento. El medio DMEM-
F12 contribuye con los factores de crecimiento,
aminodcidos y nutrientes adecuados para que las
células se encuentren viables durante mucho tiem-
po y que, ademds, el doblaje poblacional sea mayor
que las células expuestas al medio MEM.

Al comparar el crecimiento celular a las 48 horas,
a partir de una inoculacién inicial de 10,0 x 10 cé-
lulas HEp-2 por mililitro de medio, se apreciaron
los siguientes resultados: en medio DMEM-F12 se
obtuvo un conteo de 23,0 x 10* células HEp-2. En
el medio MEM el conteo fue de 20,0 x 10%. De ahi
se puede deducir que aunque no existe una gran
variacion en el nimero final de células obtenidas,
el crecimiento celular con medio DMEM-F12 fue
mejor que con el medio MEM. En ambos ensayos
se observé un crecimiento exponencial. El incre-
mento en células expuestas a medio DMEM-F12
fue mayor en el intervalo 48 a 72 horas después
de la siembra, segin todos los datos recogidos en
el estudio.

En el ensayo DMEM-F12, los doblajes poblacio-
nales (NDP) correspondientes fueron los siguien-
tes: bajo concentracién de 2,0 x 10* células HEp-

2/ml, 2,59; en concentracién de 6,0 x 104 células
HEp-2 /ml, 2,42, y con inoculacién de 10,0 x 10*
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células HEp-2/ml, el NDP fue de 2,10. Por con-
siguiente, cuando la inoculacién es menor, las cé-
lulas adquieren mayor capacidad de duplicacién.
De igual manera ocurrié en el ensayo con MEM:
para las concentraciones de 2,0 x 10% 6,0 x 10%
y 10,0 x 10* células HEp-2/ml, las duplicaciones
respectivas fueron 1,31; 1,37; y 1,0.

Discusion

En la era de las ciencias dmicas (genémica, proteé-
mica, peptidémica y metabolémica, entre otras),
los modelos celulares se han convertido en una he-
rramienta valiosa para el estudio de los diferentes
procesos que se llevan a cabo dentro de la célula.
Los cultivos celulares permiten corroborar proce-
sos importantes en la funcién del gen y de su pro-
teina en ambientes celulares especificos; a su vez,
analizar las vias de senalizacién intracelular en las
que participa. Estos modelos han servido de base
para la formulacién, produccién y evaluacién de
agentes terapéuticos mds precisos, dirigidos a nue-
vos blancos molecularmente definidos.

El cultivo celular de la linea HEp-2 estd estableci-
do desde el afo 1952 por Alice Moore, Sabachews-
ki Lillian y Helene W. Toolan (11). A partir de ese
momento las condiciones del cultivo y la actividad
proliferativa de dicha linea celular ha sido objeto
de estudio. Con base en ello, en el presente traba-
jo se estandarizaron las condiciones para el creci-
miento éptimo de esta linea en el Laboratorio de
Biotecnologia y Genética de la UCMC, con el fin
de utilizar los resultados en investigaciones futuras
de infeccién con una cepa de CT serovar L2. Los
estudios que comprometen la linea celular HEp-2
han utilizado como medio de crecimiento a MEM
(9-3) o DMEM (12) enriquecidos con 1% de glu-
tamina, con los cuales se logra una confluencia
adecuada de aproximadamente 90% a 100%. No
obstante, en este proyecto, al estandarizar el culti-
vo de la linea celular, se observé que la confluencia
celular en presencia de medio MEM y de 1% de
glutamina fue menor; por tal motivo, se utilizé

una mezcla en partes iguales de medio DMEM y
medio F12 Gibco”.

Es importante anotar que los medios MEM o
DMEM no contienen glutamina (13, 14), mientras
que el medio F12 contiene 146 mg/l de glutamina
(15), utilizada cominmente para el crecimiento de
HEp-2 (16). La adicién externa de este producto
puede ser causa de posible presencia de detritos y
contaminacién, como se observé durante los tres
dias de seguimiento del cultivo celular con 1% de
glutamina sin antibiético. Por esta razén, se usé
un medio que contenia dicho aminodcido, dismi-
nuyendo asi la posibilidad de contaminacién.

Los medios DMEM-F12 y MEM, utilizados en el
cultivo celular, son esenciales ya que aportan los
requerimientos necesarios para que haya un cre-
cimiento exponencial y un desarrollo de la linea
celular HEp-2, tal como se observé en los ensayos
realizados. La experimentacién se comparé con el
proyecto realizado por Marian M. Draganov, (1)
en el cual se estudi6 el desarrollo de la linea celu-
lar desde el momento de su inoculacién hasta su
confluencia, empleando igualmente una placa de
24 pozos con distintas densidades celulares (0,8
x 10* a 8 x 10* células/mL y la mezcla de medio
DMEM-F12, en donde se observé una monoca-
pa confluente entre las 24 y 48 horas cuando la
inoculacién fue de 8 x 10 células/cm?, mientras
que en concentraciones de 0,8 x 10 células /cm?
ocurri6 después de las 144 horas (1).

Al mismo tiempo, en el estudio Draganov se eva-
lué también el NDP. Allf se obtuvieron resultados
similares a los encontrados en la presente inves-
tigacién: el doblaje poblacional fue inversamente
proporcional a la cantidad de células inoculadas,
y se observd que cuando la poblacién inicial fue
de 0,8 x 104 células HEp-2/cm?, la duplicacién
lleg a 3,84, mientras que al emplear 8 x 104 cé-
lulas HEp-2/cm?, se consiguié un doblaje de 2,53,
mucho menor al que se esperarfa por tener una
inoculacién con mayor cantidad de células (1).

Lo expuesto explica el hecho de que los pozos

inoculados con mayor densidad de células tienen
una mayor adhesion, lo cual provoca una etapa
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confluente donde la divisién de las células y el au-
mento del nimero de estas tienden a desacelerar.
Esto se determina por el agotamiento de los pro-
ductos nutricionales del medio, los metabolitos
secretados y el cambio de color del medio, que es
un indicador de acidificacién. Asi pues, la can-
tidad del sustrato para el cultivo y la calidad del
medio son factores que regulan el crecimiento de
la poblacién celular.

Una vez estandarizado el cultivo de la linea celular
HEp-2 se realiz6 la tincién de Giemsa, lo que per-
miti6 especificar la estructura celular, su nicleo y
citoplasma. Ademds, se pudo confirmar la impor-
tancia del tiempo de exposicién de las células y la
fijacién de las mismas con metanol. La coloracién
de Giemsa fue inventada por Bethold Gustav Carl
Giemsa, motivado por los altos indices de malaria
existente en Africa oriental durante los afios cua-
renta (17). El método se implementé con el fin de
visualizar estructuras parasitarias. Sin embargo,
conforme se desarrollaban estas técnicas se recu-
rri6 a la aplicacién de esta tincién con el propésito
de colorear células hospedadoras de diversos mi-
croorganismos. Uno de esos casos es el manejado
en el presente estudio, en la linea celular HEp-2,
que ha servido para diversas investigaciones sobre
artritis reumatoidea y virus sincitial respiratorio, en-
tre otros tipos de microorganismos como CT (16).

La deteccién de CT por Giemsa se ha utilizado
para observar la presencia de inclusiones citoplas-
mdticas de lineas celulares infectadas con dicho
microorganismo. Es asi como Lépez, E. (16) de-
terminé el grado de infeccién con base en dicha
técnica, logrando visualizar las células infectadas.

Ahora bien, un modelo de linea celular HEp-2,
como el expuesto, permitird desarrollar otros estu-
dios como los que se vienen efectuando con nue-
vos agentes antimicrobianos, que han sido aislados
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de diferentes microorganismos para combatir di-
versas enfermedades. Un ejemplo claro de esto
son los péptidos antimicrobianos (PAM: AMP,
por sus siglas en inglés) que se encuentran en
los venenos naturales (como en las toxinas de la
hormiga arana, Lachesana tarabaevi) (18). Tales
péptidos no solo atacan las membranas celulares
sino que también presentan diferentes espectros
de actividad; ademds, no son tdxicos para la cé-
lula huésped. El veneno de la Lachesana tarabae-
vi contiene un gran namero de PAM, los cuales
tienen la capacidad de suprimir la infeccién por
Chlamydia trachomatis (18).

Esta caracteristica se logré determinar porque di-
chos péptidos fueron probados en células HEK293
y se consiguié una inhibicién en la formacién de
inclusiones dentro de las células (18). Por otra par-
te, gracias a los avances en el estudio de los PAM,
se ha encontrado su aplicacién contra las infeccio-
nes causadas por CT. Asi, en un estudio realizado
por Skinner y colaboradores (8) se evidencié que el
uso de péptidos antimicrobianos como el WLBU2
y el lipido 3-O-Octyl-sn-Glycerol tienen actividad
citotéxica contra bacterias Gram positivas y Gram
negativas. Por otro lado, Novispirin G10 es un oc-
tapéptido antimicrobiano, cuya actividad contra
CT fue probada por un grupo de investigadores
(19). Ellos evaluaron la eficacia del péptido al ex-
ponerlo a una linea celular, previo contacto con el
microorganismo.

Por las razones expuestas, es importante contar
con un modelo de linea celular infectada con CT
para realizar estudios que permitan determinar la
aplicacién de los PAM frente a la invasién de CT
en la linea celular HEp-2, ya sea revisando dife-
rentes vias de sefializacién que permitan aclarar el
mecanismo de infeccién o mirar en los PAM que
sean capaces de inhibir la infeccién de cuerpos ele-
mentales a nuevas células (figura No 4).
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Figura 4. Ciclo de vida de CT: Fase 1 infeccién de cuerpos elementales a la célula huésped, Fase 2 replicacién intrace-
lular de cuerpos reticulares, Fase 3 transformacion de cuerpos reticulares a elementales para nuevas infecciones, Fase
4 lisis celular debido a los cuerpos elementales, estos invaden nuevas células es alli donde se efectuarfa la accién de los
PAMs. Tomado y modificado de Wiedeman JA, Kaul R, Heuer LS, Thao NN, Pinkerton KE, Wenman WM.
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