Articulo original producto de la investigacion

Comparacion del cultivo celular de HeLL.a y HEp-2:
Perspectivas de estudios con Chlamydia trachomatis
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Resumen

Objetivo. Estandarizar el cultivo de células Hela en diferentes condiciones, con el fin de utilizar-
lo en protocolos de infeccién con Chlamydia trachomatis serovar L2. Materiales y métodos. Este
estudio se llevd a cabo en cuatro fases principales que son: 1.Viabilidad celular por la técnica de
azul de tripdn y su posterior observacion, 2. Estandarizacion del cultivo de células HeLa, 3. Colora-
cion de Giemsa, 4. Cultivo de células HEp-2. Resultados. Se determiné que la linea celular Hela
debe ser cultivada en medio DMEM, 0,1% de L- glutamina, 10% de SFB. Asi mismo, que la co-
loracién de Giemsa es mejor realizarla en un tiempo de 40 minutos por que se evidencia una clara
definicién de ntcleo y citoplasma. Frente a la comparacién de las dos lineas celulares se obtuvo
que la linea HelLa desde el primer dia muestra un crecimiento adecuado y alcanza rapidamente la
confluencia esperada, en contraposicion la linea HEp-2 presenta un crecimiento mds lento pero
alcanzando la confluencia deseada al dltimo dia.
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celular

Abstract

Objective. The goal of this study was to standardize the cultivation of HeLa cells under diffe-
rent conditions, to be used in Chlamydia trachomatis serovar L2 infection’s protocols. Materials
and Methods. This study was conducted in four phases that are: 1.Cell Viabilidad by trypan
blue technique and his subsequent remark, 2. Standardization HelLa cell culture, 3. Giemsa, 4.
Cultivation of Hep-2 cells. Results. As a result of standardization it is determined that the Hel.a
cell line should be cultured in DMEM, 0.1% L-glutamine, 10% FBS.It was determined that the
Giemsa perform better over time of 40 minutes that a clear definition of nucleus and cytoplasm
is evident. Comparing against both cell lines HeLa was obtained that the line from day growing
well and quickly reaches the expected confluence, the opposed line HEp-2 has a slower growth
but achieving the desired confluence the last day .
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Introduccion

Chlamydia es una bacteria Gram negativa, pa-
tégena intracelular obligada (1) capaz de infec-
tar células epiteliales del tracto urogenital y la
conjuntiva (2). Comparte un antigeno comun
especifico de género y tiene un antigeno especi-
fico de especie que corresponde a la proteina de
membrana externa MOMP (Proteina mayor de
membrana externa). Este microorganismo tiene
dos biotipos: tracoma y LGV (linfogranuloma
venéreo) (3), que a su vez se dividen en varios
serotipos, encontrados en una amplia variedad
de enfermedades asintomdticas de importan-
cia clinica y en salud publica, siendo el biotipo
LGV el principal causante del linfogranuloma
venéreo (1-6).

Es responsable de afectar a 90 millones de per-
sonas por afio y segtin la OMS (Organizacién
Mundial de la Salud) es uno de los patégenos
que mds se ve asociado a enfermedades de este
tipo, afecta tanto a hombres como mujeres, cau-
sando infertilidad en ambos y su adquisicién
estd relacionada con algunos factores de riesgo

(3).

El linfogranuloma venéreo (LGV) puede cursar
de manera asintomdtica casi en un 70% de las
mujeres y en hombres entre un 30-50% por lo
que su diagnéstico es mds complicado. El traco-
ma puede causar ceguera y afectar a poblaciones
indigenas vulnerables en edad escolar, aproxi-
madamente es responsable de 1 millén de casos
en América Latina (8). La prevalencia de la in-
feccién causada por CT es mayor en jévenes que
ya han iniciado su vida sexual entre las edades

de a 20 a 24 afos (9).

Las infecciones causadas por CT cursan de
manera asintomadtica , por esta razoén este mi-
croorganismo se ha convertido en un problema
de salud publica y se hace necesario reducir la

prevalencia de este, pero los programas de con-
trol epidemiolégico se ven obstaculizados ya
que para su diagndstico no se disponen de téc-
nicas de referencia, por lo que para realizar éste
se contintian usando los cultivos de diferentes
lineas celulares, siendo estos de dificil manteni-
miento en el laboratorio de rutina(10).

La linea celular HeLa corresponde a células de
adenocarcinoma cervical humano, las cuales
pueden considerarse como la “primera linea de
células humanas inmortales”, estas son adecua-
das para la investigacién ya que tienen un cre-
cimiento muy rdpido y agresivo, ademds de que
poseen resistencia a la apoptosis(11). Esta linea
celular ha servido por mds de cincuenta afos
como fuente de investigacién en varios campos
de la medicina (11).

La linea celular Hep-2 proviene de carcinomas
epidermoides laringeos humanos, fue descrito
por primera vez en 1952 y en 1954 cuando se
inoculé en ratas jévenes, esta linea es metabé-
licamente activa lo que favorece el cultivo de la
misma y su posterior infeccién (12).

El objetivo de este proyecto fue estandarizar un

protocolo de cultivo de células Hela, que serd
comparado con el protocolo de la linea celular
HEp-2 con el fin de determinar cudl de estos
es el mds adecuado, para realizar la infeccién
con cepas de CT serovariedad L2. Lo que per-
mitird tener un modelo para el estudio bdsico
de este microorganismo, con la finalidad de
ser probado con péptidos antimicrobianos o en
modelos inmunolégicos. Los resultados de los
cultivos podrdn ser observados en un microsco-
pio invertido y posteriormente con tincién de
Giemsa para determinar si la morfologfa celular
se mantuvo y saber entonces si es adecuada para
la infeccién.
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Materiales y métodos
Viabilidad celular por la técnica de azul de tripan

Antes de realizar los diferentes cultivos se deter-
miné la viabilidad por el método de exclusién
con azul de tripan. Lo primero es la obtencién
del pellet del cultivo celular, este fue re- sus-
pendido en 1 ml de medio sin SFB (Suero fetal
bovino), de esta mezcla se toman 20 pL y se le
adicionan 20 pL de azul de tripdn; posterior a

esto se mezcla bien y monta 10 uL en cada re-
ticulo de la cdmara de Neubauer, el paso final
es observar en el microscopio éptico, realizando
el conteo de los 4 cuadrantes de las esquinas de
ambos reticulos para determinar el nimero to-
tal de células vivas (células sin tehirse) y células
muertas (13,14). Figura 1.

MUERTAS: Células tefiidas.

VIVAS: Células

blancas.

Figura 1. Determinacién de viabilidad celular por la técnica de azul tripdn. Se observan células vivas y muertas obtenidas del pellet

después de la descongelacién de un crio vial de células HeLa.

Estandarizacion del cultivo de células HeLa

Para ajustar las condiciones del cultivo se des-
congelaron los crioviales y se procedié a rea-
lizar tres ensayos: en el primero se cultivé las
células usando dos medios diferentes (DMEM
y DMEM+F12 en relacién 1:1) con SFB 10% y
1% de antibidtico, el segundo ensayo se realizé
usando el medio DMEM, con diferentes con-
centraciones de L-glutamina, en el primero se
us6 0.1% y en el segundo se usé 0.05%. Para fi-
nalizar se hace un ensayo variando las concentracio-
nes de SFB al 5% vs 10% usando el medio DMEM

y la concentracién de L-glutamina establecida como

la ideal, para finalizar se realizan varios ensayos
con las condiciones previamente estandariza-
das, todos los ensayos fueron incubados a una

atmosfera de 5% de CO2, 37°C por 72 horas.
Coloracion de Giemsa

Finalmente se estandarizé el tiempo ideal para
la realizacién de la coloracién de Giemsa, en
donde se pudo observar la morfologia celular
de una manera mds detallada, se inicia por la
elaboracion de los colorantes necesarios para dicha
coloracién. Para el colorante de Giemsa se debe
preparar la solucién amortiguadora y la solucién
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madre, Tabla 1, posterior a esto se mezclan 72 ml
de solucién A con 28 ml de solucién B, luego se
aforaa 1 L con agua destilada y a esta nueva mezcla
se le ajusta el pH en 7.2 y finalmente se filtra. La
coloracién se realizé cultivando las células sobre
una laminilla de vidrio estéril. Una vez incubadas
las células se lavaron con solucién salina estéril,

Tabla 1. Coloracién de Giemsa

retirando los posibles detritos, se fijan con metanol
concentrado durante 15 minutos, luego de esto
se agregan 3 o 4 gotas de la solucién de trabajo
(14), se colocan a exposicién durante dos tiempos
(40 minutos y 60 minutos) y posterior a esto se
observan en el microscopio éptico (40X y 100X).

Colorante de Giemsa pH 7.2 (14)

Solucién madre Solucién amortiguadora (pH 7.2)
Colorante 0,5 gr Solucién A Solucién B
Metanol libre de acetona 33 ml

9,5 gr Na2HPO4 9,2 gr NaH2PO4

Glicerol 33 ml

H20O destilada 1000 ml

H2O destilada 1000 ml

Cultivo de células HEp-2

Se realizé el cultivo de células HEp-2 bajo los
pardmetros establecidos por Juntinico ez a/ en el
2013 (14) en el grupo de Biotecnologia y Genética
UCMC de la Universidad Colegio Mayor de Cun-

dinamarca.

Resultados

Dentro de este proyecto se realizaron diferen-
tes ensayos con las condiciones necesarias para
la estandarizacién del cultivo de la linea celular
Hel.a, dentro de estas variables se tomaron la
concentracién necesaria de SFB, L- glutamina
y el medio ideal para el crecimiento de las mis-
mas. Teniendo la estandarizacién del cultivo de
las células HeLa se comparé con el protocolo de
cultivo de la linea celular HEp-2, para determi-
nar cudl de estas dos lineas es la mds indicada
para realizar posteriores estudios de infeccién
con Chlamydia trachomatis serovariedad L2.

Las condiciones ajustadas en cada ensayo son ob-
servadas a diario en microscopio invertido, obser-
vando asi las diferentes confluencias y establecien-
do cudl de los estudios era el mds efectivo. Para
iniciar cada ensayo se determiné la viabilidad por
el método de exclusién con azul de tripan.

Viabilidad celular

Para la determinacién de viabilidad celular se usa-
ron diferentes métodos dentro de los cuales se en-
cuentra el de exclusién por azul de tripan, llamado
asi debido a que las células vivas (células sin tefir)
excluyen el colorante debido a la resistencia de su
membrana; por el contrario, las células muertas
tienen una membrana desestabilizada, por tanto
permiten el ingreso del colorante, obteniéndose
como resultado células tenidas de color azul (13),
como se evidencia en la Figura 1.

Todos los ensayos fueron realizados con crio via-
les que presentaron una viabilidad del 85-97%.
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ara desarrollar diferentes investigaciones es im-
Para d llar diferent tig
portante obtener una viabilidad minima del 85%.

Estandarizacion del cultivo de células Hela

En la estandarizacién del medio a usar para el
cultivo de células Hela, se determiné por li-
teratura que se emplean una variedad de me-
dios, entre los que se encuentran MEM, RPMI,
DMEM entre otros (9, 10) de estos se seleccioné
el DMEM y DMEM: F12 medios utilizados por
Juntinico ez al, para la estandarizacién de célu-
las HEp-2 (14); estos ensayos se realizan en pla-
cas de 6 pozos y se monitorearon durante 3 dias.

oH 24 H

El crecimiento de las células HeLa en los medios
fue comparado teniendo en cuenta la confluencia
obtenida desde las 24 horas hasta a las 72 horas
después de haber iniciado el cultivo a las 0 horas.
Posterior a las 72 horas se logra evidenciar que en
el cultivo con el medio DMEM hay un crecimien-
to 6ptimo y constante obteniéndose una confluen-
cia promedio del 95%. Por otro lado en el medio
DMEM:F12 se observé crecimiento constante a
las 24 y 48 horas, pero mds lento en comparacién
con el crecimiento en DMEM, sin embargo a las
72 horas se observa un crecimiento aumentado
llegando a obtener una confluencia promedio del
88%, Figura 2.

OH 24 H

[ CUANTIFICACION DE LAS CONFLUENCIAS CON
DOS MEDIOS DIFERENTES

100

40 -

20 -

% De confluencia caular

B = DhiEm
B DMEMF 12

? #

4%

Tiermmpo de cultivo en horas

Figura 2 Determinacién de medio para cultivo HeLa. A. Ensayo con medio DMEM. B.
Ensayo con medio DMEM: F12 C. Comparacién de los dos medios DMEM y DMEM: F12
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Por lo que se sugiere que el medio DMEM aporta
mejores condiciones para alcanzar la confluen-
cia necesaria durante los tres dias del cultivo
condicién importante durante la infeccién de
las lineas celulares con Chlamydia trachomatis.

Determinacién de la concentracién de L-gluta-
mina para el cultivo de linea celular HeLa

La L- glutamina es un aminodcido, que sirve
como enriquecedor del medio ya que le brinda nu-
trientes requeridos para aumentar el crecimiento

y asi lograr la adhesién celular, para llegar a la
confluencia necesaria (15).

En la Figura 3 se determina el crecimiento de las
células Hela en dos diferentes concentraciones de
L-glutamina versus la confluencia observada, se pue-
de evidenciar que en una concentracién de 0,1% las
células presentan un crecimiento continuo y con-
fluencias mds altas en menor tiempo, con presencia
de mayor cantidad de células adheridas al pozo, en
comparacién con las células que fueron cultivadas
con 0,05% que no alcanzan la confluencia necesaria.

CULTNO DE CELULAS HelLa CON DIFERENTES
PORCENTAJES DE L- GLUTAMINA

1004

S04

G0

40

204

% De confluencia celular

e
% 1

Tiempo de Cultivo
[ 24 Horas
= 45 Horas
Bl 7XHoras

G

>

% DE L- Glutamina

Figura 3. Cultivo de células HeLa con diferentes concentraciones de L-glutamina. A. Observacién con una concentracién de 0,1% de
L-glutamina B. Observacién con una concentracién de 0.05 %.C. Comparacién de las dos concentraciones de L-Glutamina para el

cultivo de la linea celular HeLa.
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Estandarizacion del suero fetal bovino

El Suero Fetal Bovino (SFB) aporta factores de creci-
miento como hormonas, minerales, lipidos y otros mi-
cronutrientes, que al ser empleados en concentraciones
apropiadas en el medio de cultivo, suplen satisfactoria-
mente los requerimientos metabdlicos que garantizan
la proliferacion y adhesion celular, siendo uno de los

productos biolégicos mds empleados en el man-
tenimiento de cultivos celulares (16). El ensayo
para SFB se realiza con dos concentraciones di-
ferentes: el primero con 5% vy el segundo con
10%.El desarrollo de la linea celular en funcién
del porcentaje de suero fetal bovino agregado se
puede observar en la Figura 4.

B H M H a1l H fIH
A
B
C
168 - h B 10%
w144 h 3 3%
Euu— h
S —
IS |
= o T
24-
R . R,

% De confluencia celula

Figura 4. Comparacion de diferentes concentraciones de SFB. El crecimiento con 10% de SFB es mds rdpido y muestra confluencias
mds altas que en comparacién con 5% de SFB.A. Cultivo celular con 10% SFB. B. Cultivo celular con 5% SEB a partir del quinto
dfa. C. Comparacién de la concentracion del SFB en las dos concentraciones estudiadas.
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El crecimiento con SFB al 5% es mds lento y
hace que las células se encuentren sometidas a
estrés, por lo que se disminuye la confluencia
en los primeros dias, por lo cual es necesario
extender el tiempo del cultivo lo que aumenta el
riesgo de contaminacién, en contra posicion se
determina que las células cultivadas con 10% de
SFB tienen un crecimiento ripido que desde el
primer dia muestra células con morfologia de-
finida que al tercer dia alcanzan la confluencia
deseada para los ensayos de infeccién.

Después de realizar los diferentes ensayos pre-
vios para la determinacién de L-glutamina, SFB
y el medio a usar, se procedié a realizar los cul-
tivos con las condiciones obtenidas, unificando
asi todas las variables para la estandarizacién
del cultivo de la linea celular HeLa. Como re-
sultados de estandarizacion se determiné que la

linea celular Hela debe ser cultivada en medio
DMEM, 0,1% de L- glutamina, 10% de SFB.

Coloracion de Giemsa

Para determinar el porcentaje de infeccién de la
linea celular HeLa con Chlamydia trachomatis
serovariedad L2 es necesario estandarizar la co-
loracién de giemsa optima que permita eviden-
ciar las inclusiones de los cuerpos elementales y
reticulares, para esto se estandarizé el tiempo
de la coloracién de Giemsa sobre la linea celular

Hela.

La coloracién de Giemsa se basa en la combina-
cién de distintos colorantes, el azul de metileno
como tinte bdsico y la eosina tinte acido, el azul
de metileno es un colorante metacromatico que
da como resultado un color parpura-azulado
(17). El buen resultado de la tincién es influi-

do por el pH de la solucién madre, la solucién
amortiguadora, el tiempo de tincién y la fijacién
(18).

Las células fueron cultivadas y fijadas a la lami-
nilla de vidrio con metanol concentrado y la
solucién de trabajo en un pH de 7.5. Se colorea-
ron durante 40 minutos y 60 minutos observan-
do que a los 40 minutos se evidencia una clara
definicién de nicleo y el citoplasma se ve sin
precipitantes de colorante, lo cual nos permitird
realizar una buena observacién en el momento
de la infeccién Figura 5.

Figura 5. Coloracién de las células HeLa: Se ob-
servan células HelLa no infectadas, en micros-
copio 6ptico (40X), coloreadas con solucién de
trabajo; puesta en contacto con las células fija-
das en dos tiempos.

Cultivo de la linea celular HEp-2

La linea celular HEp-2, es utilizada para dife-
rentes estudios clinicos y de infeccidn, siendo de
gran ayuda en la creacién de vacunas y péptidos
antimicrobianos. Por esta razén se decide reali-
zar el cultivo de estas células segun el protocolo
estandarizado por Juntinico ez 2/ en la UCMC
en el afio 2013 (14).

Al realizar el cultivo se puede observar que el
porcentaje de confluencia de las células HEp-
2 es de 90%, determinando que dicha concen-
tracion es ideal para el crecimiento y multipli-
cacién del cultivo celular logrando alcanzar la
confluencia necesaria en 72 horas, Figura 6.
Comparacién de linea celular HeLa versus linea

celular HEp-2.
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B PROMEDIO DE CONFLUENCIAS PRESENTADAS EN LOS

CULTIVOS DE CELULAS HEP-2
O 4 Hors
“ 72 Horay [ 48 Haras
g B 72 Horas
T
c
© 48 Horae
:
=
24 Horas

Sop p d
%g0e corfl uencia celular

Figura 6 Cultivo de células HEp-2 en medio completo: A. (DMEM + F12, suplementado con 10% de
suero fetal bovino, 1% de antibiético/antimicéticoy — 0.1% de L- glutamina), en una atmosfera de 5% de
CO2 a 37°C. B. Porcentaje de confluencia cultivo de HEp-2

Posterior a la estandarizacién del protocolo de cultivo de células HeLa, se procede a comparar las dos

lineas celulares en estudio Tabla 2.

Tabla 2. Comparacion de la linea celular HeLa Versus HEp-2

HeLa HEp-2

Confluencia 90-97% 85-90%

Tiempo 1 a3 dias 1 a3 dias

L-Glutamina 0,1% 0,1%

Detritos No hay presencia Aumentados

SFB 10 % 10 %

1%

Antibidtico Ampicilin.a / .te,tr.aciclina / 1% (Mezcla antibiéticos)
antimicdtico

Confluencia inicial (ler dia) 65-75% 10-15%

Medio DMEM DMEM:12

Costos Bajos Altos
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En la Figura 7 se muestra el promedio de los en-
sayos realizados con las condiciones estandarizadas
en la linea celular HeLa vs HEp-2, se puede obser-
var como la linea Hela desde el primer dia muestra
un crecimiento adecuado y alcanza rdpidamente
la confluencia esperada, en contraposicién la linea
HEp-2 presenta un crecimiento mds lento pero al-
canzando la confluencia deseada al dltimo dfa.

linea HEp-2 vs lalinea Hela

100
5 1 ] Hela
3w = B HEp2
o
o =S
E -
[1]
=]
£ 40
=]
o
v A4
. ]
R . :
¢ ® AV
Tiempo de cultivo en horas

Figura.7 Confluencia celular de la linea HEp-2 vs la linea HeLa.
Confluencias en el cultivo de la a linea celular HeLa con respecto
ala HEp-2.

Discusion

La linea celular Hela fue establecida como
base de estudio para encontrar la cura contra
el cdncer procurando que células humanas se
multiplicaran fuera de un organismo de mane-
ra in vitro. A partir de este momento esta linea
celular se convirtié en el blanco de diferentes
estudios entre los cuales encontramos ensayos
de infeccién (11). En este estudio se buscé op-
timizar el cultivo de la linea celular Hela con
el fin de infectarlas con C7. Esto se ha utilizado
en otros estudios, como el realizado por Stoker
et al (1958), en el Departamento de Patologia
de la Universidad de Cambridge, donde usaron
células HeLa como modelo para determinar el
proceso de infeccién del Herpes virus. La pro-
pagacién viral fue monitoreada y encontraron

que a las 12 horas de propagacién las células
ya estaban infectadas (19). En este estudio se
recomienda infectar las células Hela al llegar a
la confluencia deseada entre 85-95%, la cual es
alcanzada aproximadamente a las 72 horas.

La determinacién de las caracteristicas especi-
ficas de crecimiento para la linea celular Hela
se ha realizado a través de diversos estudios,
desde 1958 se empezaron a cultivar con Medio
Eagle suplementado con 10 % de suero huma-
no, a una atmosfera de 5 % CO, a 37°C (20),
posteriormente en 1982 se cultivaron en medio
RPMI con las mismas condiciones de tempera-
tura y atmosfera, pero con suero fetal bovino
(SFB), empleando 2 mM L-glutamina, 100 U/
ml penicilina, como suplementos adicionales y
para la disminucién de contaminacién micro-
biana (21), gracias a estos y otros estudios se
pudo determinar que las condiciones éptimas
de mantenimiento son 5% de CO, y 37°C.
Para lograr la adherencia ideal de la monocapa
a partir de estas referencias se determind que es
indispensable suplementar al medio con SFB al
10% y no al 5% como se recomienda en muchos
cultivos celulares (22), ya que este aporta facto-
res que ayudan la adhesién celular y es una con-
dicién importante para la infeccién de dichas
células; como se ha visto en otros estudios los
cuales han usado para el cultivo tanto de HeLa
como de otros tipos de células.

Por ejemplo el estudio realizado por Yuta ez a/

en el 2013 en donde cultivaron distintas lineas
celulares, como células del mesotelioma HGE-
1 y MSTO suplementdndolos con 10% de SFB
(23), otro estudio es el realizado por Hivanand
et al, publicado en el 2014 donde cultivaron
células de fibroblastos de pulmén y Hela-229
(24), suplementdndolas con SFB al 10%, cabe
resaltar que durante los estudios comparados se
obtuvieron porcentajes de confluencia similares
a los encontrados en este proyecto que oscilan
entre el 80 y 97%.
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Por otra parte es muy importante efectuar un
suplemento con L-glutamina, que aunque se
encuentra en el medio es necesaria su adicién
ya que por su ficil degradacién se pierde muy
rdpido con el tiempo, como lo hizo Wong ez a/
en Mayo del 2014 (25), permitiendo asi que se
logre la confluencia deseada. El uso de L-Glu-
tamina se puede evidenciar en estudios como el
realizado por Takanaka ez 2/ donde la usan para
enriquecer el medio y poder obtener cultivos de
la linea celular HeLa y realizar marcaje células
vivas con sustrato fluorescente (26).

En el estudio realizado por Juntinico ez a/ en el
2013 (14), con células HEp-2 que fueron cultiva-
das con medio DMEM: F12 y la adicién externa
de L-Glutamina se produjo un aumento en la pre-
sencia de detritos. En este trabajo la linea celular
HelLa fue cultivada en medio DMEM vy del mis-
mo modo la L-Glutamina fue adicionada exter-
namente como ayuda para la suplementacién del
medio ya que es un aminodcido imprescindible
para las células (24, 27), ayudando a la formacién
de la monocapa de una manera mds eficiente, sin
generar detritos y en menor tiempo como se ve
en la Figura 3C. El medio DMEM es un medio
que no contiene L-Glutamina (28) al contrario
del medio F12 el cual contiene 146 mg/L de glu-
tamina (23), por lo cual se le adicion6 de manera
externa, determinando que la concentracion 0,1%
es la ideal de Glutamina , ya que esta genera un
crecimiento mds continuo obteniendo una con-
fluencia mds alta, entre el 50% en las primeras
horas y hasta un 93% al terminar el cultivo, Figu-
ra 3A. Ensayos con concentraciones menores de
L-Glutamina (29), no generaron la confluencia
deseada en un tiempo estimado de 3 dias, Figura
3B, para asi posterior a esto poder realizar la in-
feccién con C7.

Otro pardmetro importante es la visualizacién de
las células HelLa mediante la técnica de coloracién
de Giemsa protocolo estandarizado por Juntinico
et al (14). Esta coloracién permite evidenciar la
morfologia celular de una mejor manera, ya que

resalta en la célula organelos que no se pueden ver
a simple vista o de forma mds clara en el microsco-
pio de luz invertida, también en un futuro cuando
se haga la infeccién con C7; permitird evidenciar
los cuerpos elementales(30). Esta coloracién se
realiza en esta investigacién con la finalidad de
determinar cudl de los dos tiempos propuesto es
mds adecuado, llegando a la conclusién que 40
minutos es ideal ya que no genera precipitados de
colorante y permite observar la morfologia celular
de manera adecuada.

En muchos estudios la linea celular HelLa se culti-
va y mantiene en diferentes medios como lo mues-
tra Himeda ez a4/, quienes usaron medio MEM y
posteriormente las infectaron y observaron la ci-
nética del virus SAFV-3 (31) o como Wang ez al,
que mantuvieron las células en medio RPMI 1640
para después observar como la invasién del virus
del tabaco influenciaba a la célula hospedadora
a nivel del reticulo endoplasmatico (32). En este
estudio se ejecutd el ensayo de cultivo de células
Hela con dos medios: primero con DMEM ob-
teniéndose la confluencia deseada a las 72 horas,
Figura 22, y segundo con una combinacién de
medio DMEM: F12 en relacién 1:1 dando como
resultado una confluencia menor, Figura 2B, de-
mostrando que no es necesario el uso del medio
F12 para el cultivo de esta linea celular Hela, lo
cual disminuiria los costos de cultivo celular.

La linea celular HEp-2 (células epidermoides de
cancer laringeo) se establecié en 1952 (28) un
ano después del descubrimiento de la linea celu-
lar Hela, donde a partir de alli se comenzaron a
realizar diversos estudios con diferentes medios
y diferentes condiciones para establecer la forma
adecuada de crecimiento. Uno de los tltimos estu-
dios es el realizado por Juntinico ez 2/, donde reali-
zaron un cultivo usando la combinacién de medio
DMEM: F12 para mantener células HEp-2 (13) y
Pajaniradje ez a/, donde las mantuvieron en medio
DMEM suplementado con 10% SFB, a 37°C en
una incubadora humificada con una atmosfera de

5% CO2y 95% aire (29).
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En Colombia se han elaborado algunas investi-
gaciones con lineas celulares las implementadas
en protocolos de infeccién, como el desarrollado
por Arévalo ez al en el 2011 donde estudiaron
la relacién que tenfan los péptidos sintéticos de
dos proteinas que se encuentran asociadas a la
invasién de esporozoitos con las lineas celulares
HeLa y HepG2 (30). Otro estudio realizado con
HEp-2 es el protocolo realizado por Juntinico et
al en 2013 (14) en el cual se estandarizo el culti-
vo de esta linea celular con el fin de ser utilizadas
en protocolos de infeccién con C7, encontrando
que es necesario cultivarlas en medio como el
DMEM-F12. En este estudio se realizé la com-
paracién de las caracteristicas de crecimiento
de las células Hela y las células HEp-2, Figura
7-Tabla 2, logrindose obtener un mejor creci-
miento de la linea celular HeLa ya que consigue
la confluencia necesaria en un rango de tiempo
menor que las HEp-2 y con menores exigencias
respecto a medio y concentracién de L- gluta-
mina.
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