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Resumen

Introduccion: La toxoplasmosis es una zoonosis causada por Toxoplasma gondii, parasito intracelular obligado
capaz de replicarse en todas las células nucleadas, permitiendo su aislamiento y mantenimiento en cultivo
celular. Objetivo: Comparar el cultivo de Toxoplasma gondii (RH), en células Hep-2 y Vero empleadas para
propagacion parasitaria. Métodos: Se optimizaron las condiciones para cultivo de Toxoplasma gondii (RH), en
células Vero y Hep-2; se sembraron 500.000 y 1.000.000cel./mm? y se infectaron 1.000.000 y 2.000.000taq/
mm? respectivamente, se hizo seguimiento hasta las 120 horas para determinar invasion celular, porcentaje de
rosetas, de viabilidad y rendimiento de taquizoitos. Resultados: A las 48 horas de incubacién se evidencid el
90% de invasién parasitaria en las dos lineas celulares asi como el mayor recuento de rosetas; a las 120 horas
se obtuvieron los mayores recuentos de taquizoitos extracelulares y un mayor indice de rendimiento de 185,9
en las células Hep-2, en la concentracion de 500.000cel./mm?® y 1.000.000taq/mm?3. Se obtuvo una viabilidad
parasitaria promedio superior al 80% para las dos lineas celulares. Conclusiones: Se obtuvo un mayor
rendimiento parasitario viable en las células Hep-2 por lo que esta linea celular puede considerarse como el
mejor modelo para la propagacién y mantenimiento parasitario de T gondii (RH).

Palabras clave: Toxoplasmosis, medio de cultivo, “in vitro”, linea celular, prueba de rendimiento, supervivencia celular.
(Fuente: Decs Bireme).
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Abstract

Introduction: Toxoplasmosis is a zoonosis caused by Toxoplasma gondii, which is an obligate intracellular
parasite capable of replicate itself in all nucleated cells, allowing their isolation and maintenance in cell culture.
Objective: To compare cultivation Toxoplasma gondii (RH) in Hep-2 cells and Vero employed to spread parasitic.
Methods: The conditions were optimized for cultivation of Toxoplasma gondii (RH) in Vero and Hep-2 cells lines,
500.000 and 1.000.000cel./mm? were seeded and 1.000.000 and 2.000.000tag/mm? were infected respectively,
a track to determine cell invasion, percentage of rosettes and viability and efficiency of tachyzoites was made
until the 120 hours. Results: After 48 hours of incubation, 90% of parasite invasion was evident in both cell
lines as well as the largest count rosettes. At 120 hours higher counts of extracellular tachyzoites and a higher
rate of performance of 185.9 in Hep-2 cells at concentration of 1.000.000taq/mm? and 500.000cel./mm? were
obtained. Average parasite viability over 80 % was obtained for both cell lines. Conclusions: Higher parasitic
performance was obtained viable in Hep-2 cells, so that this cell line can be considered as the preferred model
for the propagation and maintenance of T. gondii (RH).

Key words: Toxoplasmosis, culture medium, “in vitro” cell line, performance test, cell survival. (Source: Decs Bireme).

Introduccién se clasifican dentro de los métodos directos de
diagnéstico parasitario, siendo una metodologia
La toxoplasmosis es una zoonosis que depropagacionparasitariautilparalaproducciéon
frecuentemente cursa como una infeccidon de antigeno excretor-secretor empleado para
asintomatica en los humanos, sin embargo se pruebas serologicas. El cultivo celular es
pueden presentar diferentes manifestaciones considerado como una técnica fundamental
clinicas de la enfermedad en recién nacidos, en para el desarrollo de modelos experimentales,
nifios en sus primeros afios de edady en pacientes estudios genéticos, bioquimicos, farmacolégicos
inmunosuprimidos., , Es ocasionada por T y para la implementacién de pruebas de
gondii, un parasito intracelular obligado que laboratorio que permitan mejorar el diagndstico
ha sido empleado extensamente como modelo de esta zoonosis., El cultivo de taquizoitos de
experimental de los apicomplexas gracias a su T gondii en lineas celulares y la inoculacién
facil reproduccién “in vitro”, para lo cual se han intraperitoneal en ratones son técnicas que
utilizado diferentes lineas celulares,dentro de las permiten la obtenciéon de antigeno parasitario
que se encuentran THP1, HeLa, LLC MK2,Hep-2 empleado en las diferentes metodologias de
y Vero. La linea celular Hep-2 se obtuvo en 1952 investigacion, ensayo y diagnostico., ,
a partir de un carcinoma epidermoide de laringe
humano, y estd caracterizada por poseer un Sin embargo, el cultivo celular se plantea
nucleo extremadamente grande comparado con como alternativa de “Reemplazo de animales
otras lineas celulares., , La linea celular Vero conscientes por no conscientes o materiales no
fue aislada en 1962 por Yasumura, a partir de sensibles”. , La ventaja del cultivo celular es que
células epiteliales de rifion, extraidas del mono provee un gran numero de taquizoitos viables,
verde africano (Cercopithecus aethiops)., activos y con alta pureza, es decir, con un minimo
de contaminacion de células del huésped para la
El diagnéstico de la toxoplasmosis se realiza produccion de antigeno excretor-secretor. ,
tanto en forma directa para demostrar la
presencia del parasito en liquidos corporales, Por lo anterior, se propone la implementacién y
tejidos y 6rganos como indirecta a través de la optimizacion del cultivo celular determinando la
deteccion de anticuerpos. Los cultivos celulares linea celular mas apropiada para la infeccién con
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T gondii, que permita la obtencion de parasitos
para suplir la demanda de antigeno comparando
los porcentajes de viabilidad y rendimiento
obtenidos.

Materiales y métodos
Tipo de estudio: Estudio experimental.

Optimizacion del cultivo de las lineas
celulares Hep-2 y Vero

Las dos lineas celulares Hep-2 y Vero, fueron
propagadas en medio DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle’s médium) y MEM (Minimum
Essential Medium), empleando cajas de cultivo
de 25 ml, con suplemento de suero fetal
bovino en concentraciones de 10%, 8% y 5%,
mezcla de antibidticos-antimicoticos al 1% y
L-Glutamina al 1% las cuales fueron incubadas
a una temperatura de 37°C en ausencia de CO,,
lo anterior para optimizar las condiciones de
cultivo de las células. , .,

Mantenimiento “in vivo” de T. gondii

Para el trabajo con modelos animales se conto
con la experticia de 9 afios del investigador
principal para el manejo de los mismos, ademas
se siguieron todos los protocolos establecidos en
el Instituto Nacional de Salud para el manejo de
Biomodelos de Laboratorio.

Por otra parte, como punto final del experimento
se estableci6 elmomento en que el ratén presentd
las caracteristicas de una toxoplasmosis como
son: inactividad, piloereccidon, letargia, de tal
forma que a partir del exudado peritoneal de
este ratén se pudo obtener suficiente cantidad
de taquizofitos viables que puedan ser cultivados
“in vitro” y que no sea necesario inocular
mas ratones para aumentar la produccion
parasitaria. Para determinar este punto final
de la forma mas oportuna sin que se someta al
ratén a un tiempo de sufrimiento mas alla del
estrictamente necesario para el experimento, se
realizo la revision del raton tres veces al dia.
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La cepa RH de T gondii fue mantenida a través
de pases sucesivos en 8 ratones machos (2 por
semana durante 4 semanas) de 18 diasdeedad de
la cepa ICR-CD1 por inoculacién intraperitoneal
de exudado peritoneal con 0.4 ml de taquizoitos
a una concentraciéon de 1 x10° parasitos/ml,
procedente de ratones infectados previamente.
Se establecié un grupo de 4 ratones sin inocular
como control de signos de normalidad.

A los tres dias de inoculados, los ratones
presentaron signos de infecciéon toxoplasmica
como letargia, pilo ereccién, hepato-
esplenomegalia, ademds de irritaciéon ocular y
en ocasiones diarrea.

Se realiz6 eutanasia en camara de CO, para la
extraccion del exudado peritoneal, obteniéndose
de cada ratén un promedio de 1.5 ml de exudado
y observandose en el microscopio de luz
abundantes taquizoitos (12.000.000-15.000.000
tag./mm?).

Cultivo celular, viabilidad
parasitaria, invasiéon celular,
parasitario y porcentaje de rosetas

Se realiz6 el cultivo celular de las lineas Vero
y Hep-2 siguiendo las condiciones descritas
anteriormente; cuando se observo la formacion
de la monocapa con una confluencia mayor al
85%, para las dos lineas celulares, se realizé el
procesode tripsinizacion con el fin de desprender
las células de la caja de cultivo y establecer la
viabilidad celular realizando recuento con el
colorante vital Azul de Tripan en camara de
Neubauer y ajustando a la concentracion de
células deseada para el experimento. .,

celular y
recuento

Las células fueron sembradas en cajas de
cultivo de 12 cm? en dos concentraciones:
500.000 células por mm?3 y 1.000.000 células
por mm?® (16 cajas de células Hep-2 y 16 cajas
de células Vero, respectivamente) en cada caja.
Las cajas fueron incubadas con 1 ml de medio
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(DMEM y MEM respectivamente) suplementado
con suero fetal bovino (5%-10% segin lo
optimizado para cada linea celular) e incubadas
a 37°C en ausencia de CO, durante 24 horas.

Después del periodo de incubaciéon de 24
horas, las células fueron infectadas con
taquizoitos de T gondii (Cepa ATCC 50174) en
dos concentraciones de la siguiente manera:
12 de las cajas sembradas con 500.000 células
(Hep-2 y Vero) por mm? fueron infectadas con
una concentracion parasitaria de 1.000.000
taquizoitos por mm3 (C1) y las otras 12 cajas
sembradas con 1.000.000 células (Hep-2 y
Vero) por mm? se infectaron con 2.000.000 de
taquizoitos por mm?3 (C2), en una relacion 1:2;
las 8 cajas restantes (4 de células Hep-2 y 4 de
células Vero) fueron empleadas como controles
de crecimiento. Posteriormente se incubaron
con 1 ml de medio de cultivo (DMEM y MEM)
suplementado con suero fetal bovino a 372C
durante 5 dias (120 horas).,,

Diariamente se tomaron dos cajas al azar (de
cada una de las lineas celulares y de cada una de
las concentraciones conocidas) desde el tiempo
0 hasta las 120 horas con el fin de observar
“in vitro” en microscopio invertido la invasion
parasitaria en el cultivo celular y comparar con
el crecimiento de las cajas control. Por otra
parte se realizd el recuento extracelular de
taquizoitos a partir del sobrenadante de cada
una de las cajas de cultivo y la determinacién
del porcentaje de viabilidad de los taquizoitos
obtenidos realizando recuento con el colorante
vital Azul de Tripan en camara de Neubauer.

Del sedimento del cultivo celular infectado
se realizd proceso de tripsinizacion para
desprender las células, una vez se inhibié la
accion de la tripsina con suero fetal bovino
al 5%, se procedi6 a centrifugar a 950 rpm
durante diez minutos y obtener el sedimento,
el cual se utilizé para la realizaciéon de laminas
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que posteriormente fueron coloreadas con la
tincién de Romanowsky modificado, con el fin de
determinar el porcentaje de rosetas; se definié
como roseta, una célula que contenia en su
interior mas de 8 taquizoitos.

Porcentaje de rendimiento

Al quinto dia de incubacién y luego de tener todas
las células lisadas se realizo la determinacion del
indice de rendimiento. Este se obtuvo dividiendo
el namero final de taquizoitos extracelulares
viables sobre el nimero de taquizoitos iniciales
(Indice de rendimiento ndmero final de
taquizoitos / ndmero inicial de taquizoitos).
El nimero de taquizoitos se obtuvo mediante
recuento en camara de Neubauer, obteniendo
el promedio de parasitos viables en cuatro
cuadrantes por pl de la dilucion.

Resultados

Optimizacion del cultivo de las lineas
celulares Hep-2 y Vero

Linea celular Hep-2: el crecimiento mas
abundante y con una confluencia superior al
85% se obtuvo cuando fue propagada en medio
DMEM, con suplemento al 5 % de suero fetal
bovino, mezcla de antibidticos-antimicoticos
al 1% y L-Glutamina al 1% e incubada a una
temperatura de 37°C en ausencia de CO,,.

Linea celular Vero (Clon E6 ATCC: CRL-1584) de
crecimiento en adherencia (confluencia mayor
al 85%): las condiciones 6ptimas de crecimiento
fueron obtenidas al ser propagada en medio
MEM con suplemento al 10 % de suero fetal
bovino, mezcla de antibiéticos-antimicéticos al
1% y L-Glutamina al 1%, también se incubaron
a una temperatura de 37°C en ausencia de CO,.

Viabilidad celular y parasitaria

Al realizar la prueba de viabilidad con azul de
Tripan, para las dos lineas celulares se obtuvo
una viabilidad celular superior al 90%.
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Respecto a la viabilidad de los taquizoitos
esta fue superior al 80% en todos los ensayos,
registrandose el mayor porcentaje de taquizoitos
viables a las 96 horas de incubacién en las
dos concentraciones de células Hep-2 (88%)
y a las 120 horas de incubacién en las dos
concentraciones de la linea celular Vero (90%).

Invasién celular y propagaciéon parasitaria
Al observar en el microscopio invertido, se
evidencia, para las dos concentraciones C1 y
C2 y las dos lineas celulares, mas del 90% de
células infectadas con taquizoitos a las 48 horas
de incubacidn, tiempo en el que también se
evidencio6 el mayor porcentaje de rosetas.

En cuanto al recuento extracelular de taquizoitos,
para las dos concentraciones y las dos lineas
celulares se obtuvieron los mayores recuentos
a las 120 horas de incubacién; para la linea
celular Vero el recuento fue de 19.966.667
tag./mm?® (C1) y 21.783.333 taq./mm? (C2)
respectivamente y para la linea celular Hep-2 fue
de 185.950.000 tag./mm?® (C1) y 210.975.000
tag./mm3 (C2) respectivamente (Figura 1). El

cultivo de T gondii en lineas celulares tiene
como propédsito principal obtener una mayor
cantidad de antigeno parasitario, con alta pureza
y minima contaminacién de células huésped por
lo que la comparacién del cultivo en estas dos
lineas celulares permite establecer cual brinda
un rendimiento parasitario superior a las 120
horas de incubacidn, tiempo en el que ocurre la
lisis de mas del 90% de las células.

Apartirdelas 96 horasdeincubacién se observan
recuentos mayores en las dos concentraciones
de trabajo con la linea celular Hep-2, se resalta
que debido a que es una prueba biolédgica
cuyo resultado son valores numéricos altos,
los coeficientes de variaciéon de los recuentos
extracelulares presentan alta variacion vy
como los recuentos son mayores en el cultivo
parasitario con células Hep-2, los coeficientes
de variacién estimados, son mayores que los
valores encontrados con el cultivo en células
Vero. Después de las 96 horas, comparacion
que muestra diferencias estadisticamente
significativas a las 96 horas (p=0.013 ) y las 120
horas (0.003). Figura 1.

Figura 1. Respuesta de Toxoplasma gondii: taquizoitos extracelulares (E) y rosetas (R) en las lineas
celulares Vero y Hep-2 en las concentraciones C1 y C2 en los diferentes tiempos de incubacion, Bogota,

2013
conc
c1 c2
B.0E5
40687
-
2068 :
o
a D0ED—] B2 = .
(7] s
o Q
2088}
+ 2 2
F’ B 0ES = @
@
=
4 065+
=
2 DES= } ":
] s
|
0.0£0 s |6 |= e e & @
-2 0ES]

[213]

conc

c1 c2

& DES]

20687

odaj,

00ED ©

-20EB

182

4 0E57

20E8-]

z-de

oo s

00ED- 28 Be &8

-2 DG

T
o

72

T T T T
24 48 96 120 o 2

tiempo



UNIVERSIDAD Y SALUD

Porcentaje de invasion parasitaria (rosetas)
Al revisar las laminas coloreadas con
Romanowsky modificado, se observa que
el mayor porcentaje de rosetas para las dos
concentraciones y las dos lineas celulares fue
a las 48 horas de incubacién; posterior a este
tiempo se observo que el porcentaje de rosetas
disminuia, debido a la muerte celular por lisis
y liberacién de los taquizoitos, el porcentaje de
rosetas para la linea celular Vero fue del 58%
(C1) y 53% (C2) respectivamente y para la
linea celular Hep-2 del 11% (C1) y 15% (C2)
respectivamente.

Porcentaje de rendimiento

Las condiciones experimentales mas favorables
que permitieron obtener un mayor indice de
rendimiento para las dos lineas celulares en
la concentraciéon C1 de 500.000 cel./mm?y
1.000.000 taquizoitos/ mm?3, para la linea celular
Vero se obtuvo un indice de rendimiento de
taquizoitos de 19,96 y para la linea celular Hep-
2 se obtuvo un indice de 185,9.

Discusion

T gondii, por ser un parasito intracelular obligado
es capaz de replicarse en todas las células
nucleadas, lo que permite su mantenimiento
“in vivo” mediante el uso de modelos animales
e “in vitro” en cultivos celulares. Con el fin
de humanizar el uso de animales con fines
experimentales y de aplicar principio de las
tres R, es importante priorizar el uso de la
técnica de cultivos celulares para T gondii,
metodologia que permite, como se menciona
en los resultados del presente trabajo, obtener
numero 6ptimo de taquizoitos viables para el
trabajo experimental., El mantenimiento “in
vitro” de T gondii el cultivo en diferentes lineas
celulares, es un método alternativo para la
propagaciéon del parasito, ya que se convierte
en una fuente constante de taquizoitos con el
maximo porcentaje de rendimiento y viabilidad,
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disminuyendo la contaminacién con células
del huésped en la producciéon del antigeno
y manteniendo las propiedades fisioldgicas,
bioquimicas y genéticas de los parasitos y tiene
ventajas para estudios que requieren de un
procedimiento libre del efecto de mecanismos
inmunes., ., ,

Las condiciones de cultivo fueron optimizadas
para las dos lineas celulares teniendo en cuenta
que las células fueron incubadas a 372C en
una atmosfera libre de CO,, aunque la mayoria
de literatura cientifica consultada refiere la
incubacion en atmésfera con 5% de CO,, el
crecimiento celular y parasitario obtenido fue
muy satisfactorio, Harmer et. al,, | | describen un
estudio en el que se emplea una técnica de cultivo
“outburning” libre de CO, y suero utilizando el
medio de cultivo PC-1 con tres partes de medio
de cultivo libre de CO,, obteniendo una gran
produccién de taquizoitos con un minimo grado
de contaminacion.

Algunos estudios describen que confluencias
celulares menores al 80% en atmosfera de
CO, permiten obtener cantidades moderadas
de antigeno, en este trabajo se obtuvieron
confluencias celulares mayores al 85%, en
ausencia de CO,, lo que permitio obtener un
recuento 6ptimo de taquizoitos viables de T
gondii cepa RH.

En estudios anteriores, se describe la evaluacion
de las diferentes lineas celulares con el fin de
definir cudl es mas 6ptima para el trabajo en
el laboratorio, concluyendo que cada una de
las lineas cumple con unos criterios generales
de crecimiento, en el caso de la linea celular
Vero, Saadatnia y cols., describen que esta
linea permite una mayor tasa de multiplicaciéon
parasitaria; por otra parte, Evans y cols. en su
estudio, indican que lalinea celular HeLa permite
obtener una mayor viabilidad de parasitos en
los ensayos. , ,, Por tltimo Diab y col. describen
las células Hep-2 como la linea celular 6ptima
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para el mantenimiento prolongado de los
parasitos con y sin SFB e incubados a diferentes
temperaturas.,,

Bilgin y col. desarrollaron un estudio con el fin de
investigar la actividad antiparasitaria “in vitro”
de la Ivermectina y Sulfadiazina, mediante el
cultivo de T. gondii en células Hep-2, metodologia
que permiti6 con éxito el mantenimiento
parasitario adecuado y la obtencién de antigeno
utilizado para pruebas de ELISA. ,,

La linea celular Hep-2 ha sido empleada para
estudios de farmacocinética de antiparasitarios,
Dauciycol.realizaron un estudio paradeterminar
el efecto “in vivo” e “in vitro” de Claritromicina
en Toxoplasma gondii, llevando a cabo el cultivo
de T gondii en la linea celular Hep-2 y es de
resaltar que los resultados obtenidos en este
estudio pueden contribuir a establecer las dosis
efectivas de este medicamento como alternativa
para el tratamiento de toxoplasmosis.,,

En el presente trabajo, aunque se obtuvo una
cantidad de taquizoitos de T. gondii viables al ser
cultivados en las dos lineas celulares Vero y Hep-
2, el alto indice de rendimiento obtenido permite
recomendar la linea Hep-2 como d6ptima para
la obtenciéon de un gran nuimero de parasitos
viables para fines diagnoésticos e investigativos,
en la concentracién C1, en la que se observan
Coeficientes de Variacién menores, esta es una
ventaja ya que con menos cantidad de células se
obtiene una mayor cantidad de parasitos viables.

Para las dos lineas celulares y las dos
concentraciones se observé que la formacién
de rosetas y el incremento en el nimero de
taquizoitos extracelulares estan relacionados
inversamente en funcién del tiempo, como
también se concluye en el articulo de Merli et
al,,, en el que se observa el minimo recuento
de rosetas entre las 72 y 96 horas de incubacién
con un maximo recuento de taquizoitos
extracelulares entre 96 y 144 horas de
incubacién.
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Al hacer el andlisis estadistico teniendo en
cuenta los diferentes tiempos de incubacién
se encontraron diferencias estadisticamente
significativas tanto para los recuentos
extracelulares como para el porcentaje
de rosetas, mediante el test posterior de
comparaciones multiples de Scheffé se concluyd
que el maximo recuento de extracelulares para
las dos concentraciones y lineas celulares se
obtuvo a las 120 horas y para el porcentaje
de rosetas el maximo recuento para las dos
concentraciones y lineas celulares se obtuvo a
las 48 horas.

Conclusiones

De los resultados obtenidos se concluye que
las condiciones experimentales mas favorables
corresponden a la concentracién de 500.000
cel/mm?, inoculadas con 1.000.000 tagq/mm?
para las dos lineas celulares en la que se obtuvo
un rendimiento mayor de taquizoitos, lo que
permitira la utilizacién de un gran ndmero de
taquizoitos viables para fines diagndsticos e
investigativos.

Al comparar el cultivo de T gondii en las lineas
celulares empleadas en este trabajo (Vero y Hep-
2) se obtiene un mayor rendimiento parasitario
con la linea celular Hep-2, lo que permite
recomendarla como la mejor parala propagaciéon
y mantenimiento parasitario, ademas de que se
puede cultivar en atmosfera libre de CO,, lo que
facilita su manejo en laboratorios que no cuenten
con esta infraestructura.

Respecto al in6culo de taquizoitos de T gondii
con el andlisis de los datos obtenidos se puede
concluir que se obtiene un mayor rendimiento
parasitario conservando la relaciéon 2:1 entre
parasitos y células.

Estos ensayos permitieron durante todo el
tiempo de incubacion obtener taquizoitos
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viables lo que demostro que si es posible ajustar
el método de cultivo “in vitro” de T. gondii en
células Vero y Hep-2 en ausencia de CO,
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