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Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca
Facultad de Ciencias de la Salud

Programa Bacteriologia y Laboratorio Clinico

Mantenimiento de la linea celular HEp-2 infectada con cuerpos elementales de

Chlamydia trachomatis serovar L2.
Resumen

Chlamydia trachomatis es una bacteria intracelular obligada, Gram negativa, capaz de causar
la infeccion de transmision sexual bacteriana maés prevalente en el mundo. Esta infeccion
generalmente suele cursar de manera asintomatica, sin embargo cuando cursa de forma
sintomatica puede llegar a generar afecciones, tales como linfogranuloma venéreo,
generalmente en hombres y embarazo ectopico en mujeres. El presente proyecto tiene como
objetivo realizar el cultivo y mantenimiento de la linea celular HEp-2 infectada con cuerpos
elementales de Chlamydia trachomatis serovar L2, para lo cual, se mantuvieron cultivos
celulares seriados de la linea celular HEp-2 en dptimas condiciones, alcanzando asi una
confluencia del 90% al 100% para realizar la infeccion de las células HEp-2 con cuerpos
elementales. Se realizaron coloraciones, como la coloracion azul de tripano para evaluar la
viabilidad celular, y la coloracion de Giemsa para evaluar la morfologia celular y bacteriana
-intra y extracelular-. Tras llevar a cabo los diferentes ensayos, se comprobd que es posible
infectar periddicamente las células HEp-2 partiendo de una linea celular previamente
infectada con cuerpos elementales, al completar su ciclo de vida, sin embargo, ain deben
dilucidarse con mas estudios, otros aspectos referentes al mantenimiento de la linea celular

infectada y se invita a los nuevos investigadores a continuar futuras investigaciones de
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infeccion acerca de lineas celulares con cuerpos elementales de Chlamydia trachomatis

serovar L2.

Palabras claves: Chlamydia trachomatis, infeccion, cultivo celular, células HEp-2, cuerpos

elementales, inclusiones, Giemsa, propagacion.

Angie Lorena Cortés Pineda
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Laura Julieth Gonzalez Pacheco

Ruth Melida Sanchez Mora MSc. PhD

Bogota D.C, 03 Junio 2022
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Introduccion

Chlamydia trachomatis es una bacteria Gram negativa, intracelular obligada, que afecta
unicamente a los seres humanos, causa tracoma y ceguera, infecciones oculo genitales y
neumonia. C. trachomatis puede dividirse en 15 serotipos en funcion de las caracteristicas
antigénicas del antigeno proteico de tipo. Existe una relacion directa entre el serotipo y la
enfermedad que producen las diferentes cepas de esta especie. Los serotipos causantes del
tracoma van de la A-C, los causantes de infecciones dculo-genitales van de la D-K y

linfogranuloma venéreo -LGV- es causado por los serotipos L1, L2, L3.

Esta bacteria comprende un ciclo de desarrollo bifasico, el cual alterna entre dos formas
morfoldgicas, por un lado, Cuerpo Elemental -EB-, que es la forma infectiva, extracelular e
incapaz de replicarse, y por otro lado el Cuerpo Reticulado -RB-, que es la forma intracelular
que se replica. Los EB’s se transmiten de persona a persona durante las relaciones sexuales.
Los EB’s son captados por células epiteliales y macrdéfagos, y se convierten en RB y se
empiezan a dividir. Alrededor de la mitad del ciclo, los RB comienzan a diferenciarse de
nuevo en EB y finalmente se liberan por lisis celular en el entorno extracelular. Durante el
ciclo infeccioso, la bacteria puede estar sometida a condiciones estresantes como la
exposicion a antibioticos, déficit de nutrientes o contacto con citoquinas lo que provoca que
la bacteria entre en un estado de persistencia que es asociada generalmente a la aparicion de
cuerpos reticulados agrandados y aberrantes. Si las situaciones de estrés desaparecen, la

bacteria vuelve al proceso de replicacion normal y culmina su ciclo infeccioso.

La clamidiasis es una ITS que se transmite frecuentemente por relaciones sexuales vaginales,
orales y anales. También es posible que una mujer embarazada le transmita clamidiasis a su
hijo durante el parto. Dentro de los factores que aumentan el riesgo de contraer Chlamydia
trachomatis incluyen: ser sexualmente activo antes de los 25 afios, tener multiples parejas
sexuales, no usar preservativo regularmente y tener antecedentes de infecciones de

transmision sexual.

Este patogeno es considerado un problema de salud publica debido a su alta prevalencia en el

pais, ya que es una enfermedad silenciosa y mayoritariamente asintomatica. Los hombres y
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mujeres que la padecen, generalmente no la detectan y la enfermedad avanza hasta causar
infertilidad o linfogranuloma venéreo, mas frecuentemente en hombres y embarazo ectopico,
infertilidad, enfermedad inflamatoria pélvica, cervicitis y dolor pélvico en mujeres. Cuando la
enfermedad cursa sintomatica, los hombres en general no presentan problemas de salud pero
en ocasiones puede infectar el epididimo, causando dolor, fiebre y secreciones; en las
mujeres, se puede presentar flujo vaginal, dolor abdominal, sangrado o disuria. Anadido a
esto, en los ultimos afios, ha sido descrito que C. trachomatis, esta presentando resistencia a
los antibidticos de eleccion para su tratamiento como son la azitromicina y la doxiciclina, lo

cual genera una problematica ain mayor, surgiendo por ende, la siguiente pregunta problema:

(Cual es la importancia del mantenimiento de un modelo in vivo de infeccion de células
HEp-2 con cuerpos elementales de Chlamydia trachomatis serovar L2 para facilitar el

desarrollo de proximas investigaciones?

Considerando que la clamidiasis es una de las infecciones de transmision sexual mas
prevalentes en el mundo, que por el curso asintomatico de su infeccion causa graves
problemas de salud, tanto en hombres como mujeres; se hace necesario el estudio de
Chlamydia trachomatis in vivo para entender su interaccion con las células huésped y asi
poder realizar investigaciones basicas que orienten al conocimiento de esta infeccion,
morfologia, patogenia, respuesta inmune, genética, péptidos antimicrobianos, vias de
sefializacion, inhibidores, blancos terapéuticos, que se deseen realizar en el Semillero de

Investigacion, Biotecnologia y Genética de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca.

El estudio de Chlamydia trachomatis parte de la infeccion de lineas celulares, en este caso
células HEp-2 -Human Epidermoid Cancer Cells-, con el estadio infeccioso de la bacteria
denominado cuerpo elemental. Actualmente la compra de cuerpos elementales de C.
trachomatis tiene un costo elevado, por lo cual es dificil iniciar investigacion basica al
respecto, si no se cuenta con el presupuesto suficiente. La estandarizacion de una técnica de
obtencion de dichos cuerpos elementales a partir de un modelo in vivo de infeccion de células
HEp-2 por C. trachomatis serovar L2 reduciria notablemente estos costos; teniendo en cuenta
que los cuerpos elementales son bastante labiles, se hace necesario proponer un protocolo de

mantenimiento de una linea celular infectada con los mismos.

15



Objetivos

Objetivo General

Estandarizar el cultivo y mantenimiento de la linea celular HEp-2 infectada con cuerpos

elementales de Chlamydia trachomatis serovar L2.

Objetivos especificos

- Establecer el cultivo y mantenimiento de la linea celular Hep-2 sin infectar.

- Efectuar la infeccion de células HEp-2 con cuerpos elementales de Chlamydia
trachomatis serovar L2.

- Propagar la linea celular infectada con los cuerpos elementales de Chlamydia

trachomatis serovar L2, para futuras investigaciones
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1 Antecedentes

A través de los afios se han desarrollado diversas investigaciones en torno a C. trachomatis,
encontrando estudios basados en el uso de cultivos celulares para evaluar la interaccion de
ésta con diferentes lineas celulares, siendo necesario establecer modelos de infeccion y
mantenimiento de la linea celular HEp-2 para la obtencion de cuerpos elementales de C.
trachomatis serovar L2. La recopilacion de esta bibliografia fortalece la investigacion y

permite visualizar los estudios que se han realizado con relacion al tema propuesto.

La obtencién de cuerpos elementales de C. trachomatis es un proceso que se ha realizado a
partir de la purificacion de los mismos, tras desarrollar la infeccion en células in vitro como
lo descrito por Howard et al' en su articulo titulado Purification on Renografin Density
Gradients of Chlamydia trachomatis Grown in the Yolk Sac of Eggs publicado en 1974,
donde realiz6 la purificacion de Chlamydia trachomatis, en sacos vitelinos de huevos
embrionados, mediante la centrifugacion en gradientes isopicnicos continuos de Renografin,
para la produccion en escala de vacunas. Se utilizaron cepas de clamidia, aisladas de
pacientes con tracoma, para la obtencion de esta. El saco vitelino de los huevos proporciona
gran cantidad de nutrientes y se considera un medio adecuado si se logra eliminar de manera
eficaz los contaminantes del huevo. Dentro de los métodos publicados para la purificacion de
clamidia del saco vitelino se incluyen la centrifugacion diferencial, centrifugacion en KCl
IM, cromatografia de intercambio i6nico y centrifugacion en gradiente de sacarosa. Por otra
parte, Faris et al’ al igual que Howard, se basan en la centrifugacion isopicnica para la
obtencion de cuerpos elementales de C. trachomatis, en su articulo, titulado Propagation and
Purification of Chlamydia trachomatis Serovar L2 Transformants and Mutants publicado en
2020, describen los aproximadamente 15 serovares de Chlamydia trachomatis que hacen
parte de dos biovariedades que son el tracoma y linfogranuloma venéreo -LGV. Actualmente
existen técnicas para manipular genéticamente C. trachomatis, esta purificacion se realiza
con un reactivo llamado Renografin, que actualmente no esta disponible de manera
comercial, por tanto, se emplea diatrizoato de meglumina, conocido como Gastrografin, el
cual demostré gran rendimiento para la purificacion de clamidia en dicho estudio, en donde

también, se estandariz6 un protocolo para la infeccion, propagacion, purificacion y titulacion
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de Chlamydia trachomatis serovar L2, ademés de proponer recombinantes o mutantes de la

bacteria.

En cuanto a la interaccion de Chlamydia trachomatis con el epitelio genital humano en
cultivo, el trabajo realizado por Moorman et al’, estudié la infeccién genital causada por este
microorganismo, realizando cultivos de células epiteliales ectocervicales y endometriales
humanas; las cuales fueron susceptibles a la infeccion por clamidia. Los indculos dieron tasas
de infeccion del 15 al 30% aproximadamente en células del endometrio, del 5 al 10% en
células escamosas del ectocérvix y en las células MacCoy fue del 50 al 80%. Las lineas
celulares fueron expuestas a un pretratamiento con DEAE-dextrano y los in6culos fueron
sometidos a centrifugacion para mejorar la infeccion en células HeLa y McCoy, sin alterar el
nimero de células genitales positivas para la inclusidn,; sin embargo, la adicion de
cicloheximida a los cultivos provocd un aumento significativo en las células ectocervicales
positivas a la inclusion. Ademas de esto, se realizdo inmunofluorescencia con un anticuerpo
monoclonal marcado con fluoresceina para observar las interacciones clamidiales entre las
células genitales y las células McCoy portadoras de infeccion. Al igual que en el articulo
publicado en 2015 por Carrera et al®, se estudiaron otras lineas celulares donde se
estandarizaron diferentes condiciones de cultivo, evaluando las lineas celulares Hela y
HEp-2. Este articulo parte del objetivo de estandarizar el cultivo de células HelLa en
diferentes condiciones de tiempo y concentraciones de L-glutamina, con el fin de que sean
utilizadas las lineas celulares en protocolos de infeccion con Chlamydia trachomatis serovar
L2. Como conclusion se determind que la linea celular HeLa, en comparacion con la linea
celular HEp-2, presenta un crecimiento mas Optimo y con mayor porcentaje de confluencia
evaluado al mismo tiempo de cultivo, estandarizando su mantenimiento con medio DMEM,
0,1% de L- glutamina, 10% de SFB. De igual manera, la coloracion de Giemsa debe ser
realizada en un tiempo de 40 min para que se observe una clara difusién del ntcleo y el

citoplasma.

De igual importancia, Jutinico et al’ realiza un doblaje poblacional de la linea celular HEp-2
en su articulo titulado “Perspectivas para el estudio de la infeccion con Chlamydia
trachomatis”. En esta investigacion se destacan las caracteristicas generales de la Chlamydia

trachomatis, la importancia de los cultivos celulares en cuanto a investigacion basica, la
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utilizacion de la linea celular HEp-2 en estudios de infeccion para esta bacteria, también se
recalca la importante accion de los péptidos antimicrobianos como adversarios para
infecciones causadas para este patogeno. En este estudio se realizaron curvas de crecimiento
en la linea celular HEp-2 con medios DMEM-F12 y MEM, se estandariz6 ademas, la
coloracion con Giemsa, se calculd el doblaje poblacional con diferentes indculos para evaluar
el desarrollo de la linea celular en cultivo y se seleccionaron las condiciones dptimas para
futuras investigaciones. Posteriormente, Castellanos et al® en 2020, optimizan un modelo de
infeccion en células HEp-2 con cuerpos elementales -EB’s- de C. trachomatis serovar L2,
confirmando la infeccion mediante técnicas como la coloracién con Giemsa para evaluar la
morfologia de las células HEp-2 sin infectar e infectadas, e Inmunofluorescencia directa que

detecta la proteina de membrana MOMP de C. trachomatis.

Por otra parte, es necesario conocer algunas perspectivas y generalidades acerca de este
microorganismo. Es por ello que Beatty et al’ en su articulo propone diferentes perspectivas
acerca de la persistencia que posee C. trachomatis en diferentes cultivos celulares, como de
forma in vivo. Chlamydia trachomatis es responsable de diferentes enfermedades de
transmision sexual, ademds de ser el patdogeno principal de causar tracoma en diferentes
paises en desarrollo; se estima que los procesos inmunologicos se asocian a las infecciones
que causa esta bacteria.. Se espera que la identificacion de los factores que alteran el
crecimiento de clamidia permitan entender un poco mdas la enfermedad, diagnostico,
manifestaciones inmunopatoldgicas y su tratamiento. Al igual que Beatty, Ostos et al® en su
publicacion nos muestra avances y generalidades hasta el afio 2004 del microorganismo y
todo lo conocido hasta ese momento, donde se describe la morfologia y caracteristicas de los
cuerpos elementales y cuerpos reticulados, asi como de la membrana clamidial y proteinas de
la envoltura clamidial, dentro de las que estan la proteina MOMP, proteina de 60 Kda,
proteina de 12-15 Kda, y se describe la presencia de dos nuevas proteinas de shock térmico
-hsp- en la envoltura: la hsp60 y la hsp70, que esta presente en mujeres con enfermedad
pélvica asociada a C. trachomatis. Ademads del ciclo de vida, antigenos, genoma, interaccién
huésped-parasito, factores de virulencia, epidemiologia, diagnéstico, genotipificacion de
especies de Chlamydia por analisis del gen Omp-1 y finalmente se hace alusién a las
perspectivas para la proxima década, de los avances moleculares y proyeccion de futuras

vacunas para esta bacteria.
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En relacion con la inmunidad celular de C. trachomatis, Zhong et al’ presenta en su articulo
del 2018, como clamidia siendo un patdgeno intracelular obligado es capaz de evadir el
reconocimiento del sistema inmunolégico del huésped para sobrevivir después de la infeccion
y de esta forma causar diferentes enfermedades. Se realizd un estudio donde se buscaron
algunos de los factores capaces de realizar una actividad similar a la del proteosoma de la
clamidia, utilizando cromatografia de columna, donde se purificé la proteina clamidial que se
correlaciona con la actividad similar al proteasoma -CPA- y se denomind proteina clamidial
como factor CPA -PAF-. La actividad similar al proteasoma clamidial no hace referencia a la

actividad ni las funciones del proteosoma del huésped.

De la misma forma, Howie et al'’ en su articulo realiza una revisién de la inmunidad de C.
trachomatis y los diferentes factores asociados a una posible vacuna contra este patdgeno. Se
describe que para poder desarrollar una vacuna contra la bacteria se debe conocer a
profundidad el ciclo de vida, la respuesta inmune del huésped y la relacion que tiene con la
enfermedad. Se dice que la infeccion por Chlamydia, no previene una posible reinfeccion y
los antibidticos no permiten que se cree una adecuada produccion de anticuerpos a nivel de
toda la poblacion, por ende, alin no se tiene claro cual seria la respuesta inmune necesaria
para evitar la infeccion. Aun no se sabe a ciencia cierta si la patologia de la enfermedad es
causada directamente por la infeccidon o por la respuesta inmune que se genera. La evidencia
muestra que las mujeres que producen una respuesta proinflamatoria dominada por IFN-y
-Respuesta Thl- tiene menor reinfeccion e infertilidad de aquellas que producen IL-10 e IL-4

-Respuesta Th2-.

A su vez, es importante conocer mas sobre el diagndstico de las infecciones causadas por este
microorganismo, su epidemiologia e importancia clinica, por ello en el articulo de
Cervantes''; describen los métodos mas utilizados para el diagnostico de C. trachomatis,
donde se incluyen, la deteccion directa de las muestras con tinciéon de yodo y Giemsa a los
cuerpos de inclusion, inmunofluorescencia directa con anticuerpos monoclonales dirigidos
contra el antigeno especifico, el LPS de membrana y/o sobre la proteina principal de la
membrana externa del microorganismo y no menos importante, el cultivo, utilizando la linea

celular McCoy tratada con cicloheximida, el uso de técnicas moleculares y de
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genotipificacion. A su vez, se debe tener presente, el estudio de nuevas alternativas
terapéuticas, pues es necesario llevar a cabo el debido tratamiento cuando una persona cursa
con una infeccion causada por C. trachomatis, considerando, como se da a conocer en el
articulo de Lara et al'? publicado en el 2018, que esta bacteria tiene una alta morbilidad
reproductiva a nivel mundial, en paises tanto desarrollados como en via de desarrollo, con un
aproximado de 92 millones de casos anuales. El inicio de esta infeccion es asintomatica
generalmente en un 70% en mujeres y 40% en hombres, por lo cual, puede desencadenar
infeccion cronica, persistencia y llegar a producir cancer de ovario, dificultando el
diagnostico en las fases tempranas de la infeccion y por tanto, el tratamiento oportuno, lo
cual conlleva a un aumento significativo de casos. La Organizacion Mundial de la Salud
-OMS-, sugiere el uso de antibidticos como tetraciclinas, macrolidos y fluoroquinolonas; que
son muy eficaces pero que hace que se presenten infecciones, debido a que ha demostrado
resistencia de los cuerpos elementales y estos antibidticos empleados para el tratamiento
hacen que disminuyan los lactobacillus vaginales que son beneficiosos, por lo cual surgen
complicaciones en los pacientes. Es por ello, que en esta investigacion se plantean
tratamientos alternativos de medicina tradicional como terapias que reduzcan la actividad

anti-chlamydia, que sean de libre acceso y que no generen dafios en los pacientes.
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3. Marco referencial

3.1. Cultivo celular

En la monografia, Cervantes et al'" recomienda el cultivo celular como la técnica gold
standard para el diagnostico de infecciones a causa de este patdégeno. El cultivo de Chlamydia
exige trabajar sobre lineas celulares; éstas son de bajo costo, pero de dificil mantenimiento.
La linea celular que se emplea constantemente, es la linea celular McCoy tratadas con
cicloheximida, la cual se propaga en una monocapa sobre un cubreobjetos que se inocula con
las muestras, luego cuando hay gran cantidad de cuerpos elementales de Chlamydia, se
infectan las células y crecen en forma de inclusiones citoplasmicas, que posterior a la
infeccion, se pueden visualizar después de 48-72 horas de incubacion y se tifien, por ejemplo
con anticuerpos marcados con fluoresceina que se ligan al lipopolisacarido -LPS- de la
bacteria, o reconociendo la proteina de membrana externa especifica, contribuyendo la

observacion de las inclusiones al 100% de especificidad.

En la guia de Procedimientos en Microbiologia Clinica, Alonso et al"’, manifiesta que el
cultivo celular de C. trachomatis tuvo su auge hasta casi principios de 1980 como método
diagnostico, pero luego su uso fue aminorando, al ser reemplazado por otras técnicas mas
sencillas, rapidas, sensibles y con mayor alcance. Sin embargo, el cultivo celular se ha
estandarizado como método de referencia para comparar otras pruebas diagndsticas y es
empleado en laboratorios de referencia, ya que sigue ofreciendo multiples ventajas; como
validar nuevos métodos diagnoésticos, evaluar la viabilidad del microorganismo, obtener
cepas para su posterior caracterizacion, produccion de antigenos, es usado en pruebas de
sensibilidad a antibidticos, resistencia de péptidos antimicrobianos, ensayos clinicos de
eficacia de tratamientos, entre otros. Pese a esto, los cultivos poseen inconvenientes en cuanto
sus técnicas exigentes, el periodo de incubacidon que tarda varios dias, y que el personal debe
estar altamente calificado. Afiadido a esto, este microorganismo es muy labil, por lo que las
condiciones de transporte deben ser Optimas y se debe garantizar que no se rompa la cadena
de frio, crece muy lento, y de manera escasa, por lo que se utiliza casi que exclusivamente en

laboratorios de investigacion y centros de referencia. Se describe que, particularmente, el
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serotipo LGV tiene una velocidad de crecimiento mayor que otras clamidias, por lo que no es

necesario en la mayoria de los casos la incubacion a 35°C durante 3 dias.

En la tesis de Lopez', se proponen diferentes lineas celulares para realizar el cultivo, se
pueden emplear células MacCoy -fibroblastos de raton-, HeLa -carcinoma epidermoide
humano-, HEp-2 - carcinoma de laringe humano- y BHK-21 -fibroblastos de Hamster-, entre
otros. En el articulo de Carrera et al®, se plantean diferentes ventajas en cuanto a la
implementacion de la linea celular HeLa y la linea celular HEp-2. La linea celular HeLa,
proviene de células de adenocarcinoma cervical humano, estas han sido consideradas desde
su primer aislamiento como la “primera linea de células humanas inmortales”, y han sido
ampliamente usadas en investigacion en diferentes campos de la medicina por que crecen con
gran rapidez de manera agresiva, y cuentan con la ventaja de que se oponen a la apoptosis.
Por otro lado, la linea celular HEp-2 proviene de carcinomas epidermoides laringeos
humanos, su primer aislamiento se realizé en ratas jovenes y cuenta con la ventaja de que

posee un metabolismo activo, facilitando su cultivo y su posterior infeccion.

Para el manejo de C. trachomatis el Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el trabajo',
sugiere que es indispensable el uso de laboratorios de nivel 2 y 3; ya que al manejar este
patégeno se cuentan con diferentes riesgos que van desde la exposicidon a mucosas con
materiales infectados, inoculacion accidental, hasta inhalacion de aerosoles con
microorganismos. Entre las muestras mas patogenas se tienen las secreciones genitales y
conjuntivales y los cultivos infectados. En el nivel de seguridad 2 se deben manipular las
muestras clinicas, los cultivos y animales que puedan estar infectados, con los seroptipos
oculares y genitales de la A a la K. En el nivel tres la manipulacion de cultivos y muestras
clinicas con los serovares del linfogranuloma venéreo L1 Y L3, ademas si se tienen grandes
cantidades del patogeno estas muestras deberan ser manejadas en este ultimo nivel, para

evitar la diseminacion de aerosoles.

3.2 Chlamydia

En la guia de Procedimientos en Microbiologia Clinica, Alonso et al'’, refieren las especies

patogenas para el hombre de la familia Chlamydiaceae; C. trachomatis, C. pneumoniae y C.
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psittaci, que pertenecen a una division bacteriana muy divergente del resto del arbol
evolutivo de las eubacterias. Poseen genomas bacterianos muy pequeios entre 1,04-1,23 Mb
-25% del genoma de Escherichia coli, son patégenos intracelulares obligados, razén por la
cual han perdido ciertas rutas metabolicas como la biosintesis de aminoacidos o la
fermentacion anaerobica. Ademas, su especifico ciclo biologico, elimina la posibilidad de

intercambio y adquisicion de material genético exodgeno.

También se describe la clasificacion taxondmica de la familia Chamydiaceae y su discusion a
lo largo de los afos, esta se basa en el andlisis de dos subunidades proteicas del ADNTr; la 16s
y 23s. Everett y cols, en 1999 indujeron varios géneros de Chlamydia; C. trachomatis, C. suis
y C. muridarum y Chlamydophila; C. pneumoniae, C. psittaci, C. abortus, C. pecorum, C.
caviae y C. felis , no obstante esta propuesta no fue bien aceptada debido a confusiones en el
ambito de la investigacion basica y de Salud Publica. Debido a esto el subcomité de la
taxonomia de las clamidias- International Committee on Systematics of Prokaryotes-,
recomend6 fusionar los dos géneros en uno solo, Chlamydia, incluyendo las nueve especies
en este, siendo la clasificacion actual. La familia Chlamydiaceae contiene el unico genero
que es Chlamydia, sin embargo en la actualidad con las nuevas técnicas de secuenciacion
aplicados a indagar sobre la taxonomia bacteriana se han identificado seis familias mas al
mismo orden; Criblamydiaceae, Parachlamydiaceae, Piscichlamydiaceae,
Rhabdochlamydiaceae, Simkaniaceae, y Waddliacea, lo que plantea nuevos cambios

taxondmicos.

3.2.1 Chlamydia trachomatis

En el articulo de Yasser M y colaboradores'®, hacen mencion, de que las clamidias son
patogenos causantes de variedad de enfermedades tanto en humanos como en animales, y a
su vez, cuentan con diferentes serovares, los serovares genitales causan enfermedades de

transmision sexual, y los serovares oculares causan tracoma cegador.
En la guia de Procedimientos en Microbiologia Clinica, Alonso et al”, se hace referencia a

Chlamydia trachomatis, la cual es una bacteria intracelular obligada en los humanos, Gram

negativa, inmovil, posee un ciclo de vida bifasico que se compone de un cuerpo elemental
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descrito como la particular infecciosa metabolicamente inactiva -EB- y un cuerpo reticulado
replicativo -RB-, considerado una forma no infecciosa pero metabolicamente activa. Esta
bacteria se transmite mediante el contacto sexual y se considera un patégeno de importancia
clinica, puesto que es causante de diversas patologias como la clamidiasis, linfogranuloma
venéreo, tracoma, ceguera infecciosa, carcinoma de células escamosas de cuello uterino,
embarazo ectopico, infertilidad, entre otras'’, ademas participa en coinfeccién con el VIH y
otras bacterias como Neisseria spp. Anualmente se producen gran cantidad de casos de
infecciones de trasmision sexual -ITS- causadas por este patdogeno, entre estas, esta el
linfogranuloma venéreo, el cual se produce por las serovariantes L1, L2 y L3 de esta bacteria,

y su incidencia a nivel mundial se encuentra en aumento.

En los ultimos afios se han investigado acerca de los fracasos terapéuticos en el tratamiento
de Chlamydia trachomatis con azitromicina, administrada via oral con tnica dosis. Dentro de
los factores que influyen a esto se encuentra la reinfeccion, incumplimiento en la
administracion del antibidtico, intolerancia al mismo y la no deteccion del 4cido nucleico de
la bacteria por realizarse el test de cura anticipadamente. A pesar de esto, ain no se tienen
razones definidas de los fracasos terapéuticos, es por lo que se necesitan aun mas

investigaciones al respecto'®.

3.2.2 Ciclo de vida de Chlamydia trachomatis.

En el articulo de Yasser et al'®

, describen que esta bacteria cambia de un estadio a otro, en
donde, por un lado, se tiene el cuerpo elemental -EB- y por otro, se cuenta con el cuerpo
reticulado -RB-. Los EB’s son formas extracelulares, sin actividad metabolica, que se
encargan de diseminar la infeccion ya que pueden tanto adherirse como evadir las células
susceptibles. Los EB’s se internalizan posterior a la infeccion en forma de inclusiones, luego
se diferencian a RB’s que son formas metabolicamente activas, sometiéndose a ciclos de
fision, que los devuelven de nuevo a EB’s cuando la célula huésped se rompe por lisis,
infectando asi a las proximas células. Cuando se dificultan las condiciones de crecimiento ya
sea por respuestas inmunolodgicas, antibidticos o privacion de nutrientes, este ciclo de

desarrollo se interrumpe, ocasionando la formacién de multiples RB 's aberrantes, asociado a

la expresion continua de genes involucrados con la replicacion del ADN.
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El cuerpo elemental es la forma infecciosa, pequeia redondeada, mide aproximadamente 0,3
um, el nucleoide se ubica excéntricamente en el cuerpo celular bacteriano, estd compactado
en los EB’s por la condensacion del material nuclear por proteinas bacterianas que hacen las
veces de histonas; HctA y HctB. Posee rigidez estructural por la naturaleza altamente
reticulada del complejo de la membrana externa. Ademas, se cree que una capa de proteina
dispuesta en forma hexagonal en la superficie interna del complejo de la membrana externa
contribuye a la estabilidad celular en los EB 's. Por otro lado, el cuerpo reticulado, se forma
del EB internalizado después de que este se diferencia, supera en 1 um de tamafio al EB, su
citoplasma parece granular con acidos nucleicos fibrilares difusos, no es infeccioso y esta
delimitado por una membrana interna y externa, su superficie esta cubierta con proyecciones
desde la superficie bacteriana a través de la membrana de inclusion®.

En el articulo de Bastidas et al*

, se describe el ciclo de desarrollo bifasico de Chlamydia
trachomatis. En la figura 1 se puede visualizar el ciclo de desarrollo de las dos fases de

Chlamydia trachomatis y sus tiempos de diferenciacion'’.
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Figura 1. Ciclo de desarrollo bifasico de Chlamydia trachomatis. Tomado de Bastidas et

a118

Explicando que en las 2 horas posteriores a la entrada de los EB’s en las células, los cuerpos
elementales se fusionan para elaborar la inclusion, luego entre 2 y 6 horas que ha ocurrido la
internalizacioén los cuerpos elementales comienzan el proceso de diferenciacion a cuerpos
reticulados, pasadas las 12 horas, se observa que los cuerpos reticulados se dividen por fision
binaria, entre las 18 y 24 horas, se alcanza el punto maximo de diferenciacion, hasta que se
produzca lisis o liberacion entre las 48 y 72 horas, lo cual va a depender de la especie de

clamidia.

En la guia de Procedimientos en Microbiologia Clinica, Alonso et al'*, explican las tres fases
del ciclo biologico la primera es la penetracion del cuerpo elemental, que ocurre cuando los
EB’s se adaptan al medio extracelular con ayuda de la cisteina, la proteina MOMP, en
conjunto con Omp2 y Omp3 forman puentes disulfuro, ddndole la rigidez y escasa
permeabilidad caracteristica de los EB’s; esto requiere la penetracion al interior de la célula
eucariota para continuar su ciclo biolégico. Es necesaria la adhesion de las células a la
bacteria antes de la fagocitosis. C. trachomatis tiene mas afinidad por macrofagos, y los
patotipos de tracoma de C. frachomatis tienen mas afinidad hacia células epiteliales de
mucosas. La segunda etapa es la multiplicacion del RB mediante fision binaria, ocurre en el
interior del fagosoma, después la diferenciaciéon del EB a RB cuando ocurre la sintesis
proteica y la transformacion de la MOMP, abriéndose poros que permiten el paso de ATP y
nutrientes; pasadas las 12 horas postinfeccion, todas las bacterias intracelulares estan en
forma de RB, produciéndose un crecimiento exponencial dentro del fagosoma, luego el ciclo
concluye y se diferencian de nuevo a EB, formando una inclusion madura. Finalmente,
durante la ultima etapa, ocurre la liberacion de los EB’s, estos son detectados en el medio
extracelular tras la lisis de la célula hospedadora, esta lisis se produce como consecuencia de
la liberacion tardia de enzimas lisosomales asi como por la accién de una proteasa de origen

clamidial.

3.2.3 Manifestaciones clinicas de Chlamydia trachomatis
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Chlamydia trachomatis es considerada la bacteria mas comun en causar infecciones de
transmision sexual y dentro de los cuadros clinicos que presenta, se encuentran uretritis,
cervicitis'’, enfermedad pélvica inflamatoria, epididimitis y proctitis. Con frecuencia la
infeccion cursa de forma asintomatica en la mayoria de mujeres; sin embargo en las mujeres
produce cervicitis y pueden presentar algunas manifestaciones clinicas como el flujo vaginal,
dolor pélvico o abdominal, sangrado o disuria. La disuria en un 35% de los casos conduce a
uretritis y en el resto de casos se puede presentar como piuria o disuria con un cultivo
negativo. Ademads de esto, se pueden presentar otros cuadros clinicos en las mujeres como

endometritis, enfermedad pélvica inflamatoria o abscesos en las glandulas de Bartholin''.

La infeccion en los hombres puede cursar con manifestaciones clinicas como la uretritis no
gonococica, que presenta ausencia de descarga a una descarga purulenta. También se pueden
encontrar pacientes asintomaticos que equivalen a mas del 50% de los casos; en hombres
heterosexuales, se presentan infecciones uretrales o en algunos casos, se pueden presentar
algunas complicaciones como epididimitis o infecciéon en los ductos espermaticos de los
testiculos'®. De manera mas general, las infecciones que causa Chlamydia trachomatis se
pueden dividir en tres grandes grupos: el tracoma, las infecciones 6culo-genitales, incluida la

infeccion perinatal y el linfogranuloma venéreo''.

El tracoma se presenta como una conjuntivitis folicular crénica, endémica en mas de
cincuenta paises, ubicados en las regiones rurales de Africa. El tracoma es causado por los
serovares A, B, Ba y C de Chlamydia trachomatis y se compone de dos etapas: la fase aguda
que se presenta con mayor frecuencia en nifos, con un periodo de incubaciéon que perdura
entre los 5 a 12 dias, caracterizada por conjuntivitis folicular del parpado superior, ademas se
acompafia de una descarga mucoide o minimamente acuosa. La fase aguda tiende a
desaparecer espontaneamente pero se presenta coinfecciones con otros microorganismos
como Haemophilus influenzae y Molluscum contagiosum, que pueden incrementar la
inflamacion causando hinchazon y edema en el parpado, es importante prestar atencion a esta
fase, ya que es el primer signo de la enfermedad y si no se trata de forma adecuada y
oportuna, puede evolucionar a fase cronica. En la fase crénica que se ve con mayor

frecuencia en adultos jovenes, se presentan cicatrices capaces de deformar el parpado y las
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pestafias entran en contacto con el globo ocular dando lugar a triquiasis. Como consecuencia

de la fase cronica se genera la pérdida de vision y ceguera en los pacientes''.

Dentro de las infecciones 6culo genitales, los serovares D-K de Chlamydia trachomatis y en
algunas ocasiones el serovar B y Ba. Se puede diferenciar las infecciones en el hombre
como; uretritis y sus complicaciones como epididimitis y artritis reactiva incluyendo el
sindrome Reiter, proctitis y conjuntivitis, y en las mujeres es comun encontrar infecciones
como; cervicitis y sus complicaciones como endometritis, salpingitis y peritonitis o
perihepatitis, proctitis, uretritis y conjuntivitis, en el caso de las mujeres en estado de
embarazo se pueden encontrar partos prematuros e infecciones en el recién nacido, como

conjuntivitis y neumonia'’.

La infeccidon perinatal, afecta en primera instancia las membranas mucosas de los ojos,
causando conjuntivitis de inclusion que se desarrolla de 5 a 12 dias después del nacimiento.
Esta se produce después de estar en contacto con la bacteria en el cuello del ttero de la madre
infectada. Se puede observar una inflamacion en la conjuntiva junto con un exudado claro o
mucopurulento, se resuelve pasados los 3 a los 12 meses; sin embargo, la infeccion subclinica

puede perdurar por algunos afios''.

3.3 Linfogranuloma venéreo

El linfogranuloma venéreo LGV es una enfermedad de transmision sexual emergente en
hombres que tienen sexo con hombres, que es causada por los serovares de Chlamydia
trachomatis L1, L2 y L3, y los genovariantes de L2, 2a, 2b, 2c¢, 2d, 2e, 2f, y 2g. Se puede
originar una infeccién a nivel sistémico, que se puede analizar tanto en sangre como en
liquido cefalorraquideo; esta infeccion conlleva a la invasion de los nodos linfoides, lo que
produce linfadenitis y es posible diferenciar tres fases: La primera que se caracteriza por
lesiones ulcerativas y se presenta de 3 a 30 dias después de tener una practica que involucre
un riesgo, la segunda fase, se caracteriza por las linfadenopatias inguinal eritematosa y
dolorosa que usualmente es unilateral y se presenta y la tercera fase, incluye complicaciones
mas severas como engrosamiento hipertrofico cronico con ulceracion de los genitales

externos que puede llegar a elefantiasis e infertilidad. Es importante tener en cuenta el
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diagnéstico diferencial de otras infecciones también de transmision sexual como la sifilis, el

herpes simplex, algunas enfermedades inflamatorias intestinales y linfomas *'.

Con respecto a la bibliografia consultada anteriormente, se puede evidenciar que guardan
total relacion con el objetivo de la investigacion ayudando a su profundizacion, de igual
manera brindan aportes esenciales para entender el contexto de todo el trabajo basandose en

los antecedentes teoricos y de campo encontrados a lo largo de las diferentes busquedas.
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4. Disefio metodologico

4.1 Tipo y alcance de investigacion.

De acuerdo a la pregunta problema y los objetivos planteados, el tipo de investigacion que se
realizd en este estudio es de tipo mixto-cualitativo-cuantitativo-, pues el proyecto es de tipo
experimental, ya que se busca lograr el mantenimientos de la linea celular HEp-2 infectada

con cuerpos elementales de Chlamydia trachomatis serovar L2.

La investigacion es exploratoria, descriptiva y experimental. Es exploratoria, ya que se
realiza una busqueda bibliografica de las principales caracteristicas de Chlamydia
trachomatis, asi como de la infeccion en cultivo de células HEp-2 y una recopilacion de
protocolos para la recuperacion y mantenimiento de cuerpos elementales de C. trachomatis,
asi mismo, se selecciond el mejor protocolo de mantenimiento celular que se ajusta a las
necesidades y posibilidades del semillero de Biotecnologia y Genética. Esta investigacion es
de tipo descriptiva, dado a que se describen las caracteristicas morfoldgicas de C.
trachomatis, ciclo de vida, persistencia, importancia clinica y epidemiolédgica; y por tltimo,
es de tipo experimental, al llevarse a cabo, el cultivo de células HEp-2, la coloracion de azul
de tripano para determinar la viabilidad celular, la infeccion de C. trachomatis en células
HEp-2, la coloracion de Giemsa, para observar la morfologia celular y de los cuerpos
elementales y por ultimo la propagacion de los EB’s y mantenimiento de la linea celular

HEp- 2 infectada con los cuerpos elementales de C. trachomatis.
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4.2 Universo, poblacion y muestra.

Universo

Lineas celulares y microorganismo asociado a enfermedad de transmision sexual.-serovar

L2-.

Poblacion

La poblacion estudiada en este proyecto son las células HEp-2 neoplasicas inmortalizadas y
la poblacion bacteriana intracelular de Chlamydia trachomatis, las cuales se conservan en un
medio con los criterios tanto nutricionales y ambientales necesarios para su mantenimiento.
Muestra

Células HEp-2 obtenidas de crioviales de la Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia
-FIDIC- y cuerpos elementales de Chlamydia trachomatis serovar L2 obtenidos del

laboratorio del semillero de Biotecnologia y Genética de la Universidad Colegio Mayor de

Cundinamarca.
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4.3 Hipotesis.

Es posible el mantenimiento de la linea celular HEp-2 infectada con cuerpos elementales de
Chlamydia trachomatis serovar L2 a partir de un modelo in vivo, que contribuye
notoriamente a iniciar procesos de investigacion basica sobre este microorganismo; ya que al
contar con esta linea celular previamente infectada con los EB’s se pueden iniciar los ensayos
de interés, desde el proceso de infeccidon y no se tiene la necesidad de comenzar desde el
mantenimiento de la linea celular a utilizar, lo cual reduce notoriamente los costos de los
ensayos, tiempos de estandarizacion del cultivo, mantenimiento de la linea celular HEp-2 y la

infeccion de células HEp-2 con cuerpos elementales de Chlamydia trachomatis serovar L.2.

Variables

Variable dependiente.

Mantenimiento del cultivo de células HEp-2 -sin infectar, y posteriormente infectadas-, y

viabilidad de las células HEp-2.

Variable independiente.

Numero de células HEp-2 para iniciar los cultivos y concentracion de cuerpos elementales de

Chlamydia trachomatis serovar L para realizar infeccion de las células HEp-2.

Indicadores.

La viabilidad, correcto mantenimiento y desarrollo de la linea celular se puede lograr
mediante el método de exclusion de azul de tripano; determinando el nimero de células vivas

y células muertas, la confluencia de las mismas y la coloracion de Giemsa, respectivamente.
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3.4 Técnicas y procedimientos

Para el desarrollo de la investigacion, dentro de los métodos utilizados, se encuentran
mantenimiento del cultivo celular, que permite mantener las células en condiciones
controladas de laboratorio, conservando sus caracteristicas fisiologicas y bioquimicas,
permitiendo su facil manejo para trabajos de investigacion. También se encuentra, la técnica
de azul de tripano, esta es una técnica de exclusion sencilla y rdpida que proporciona
informacion acerca de la viabilidad celular, diferenciando las células vivas de las muertas, por
medio de un colorante aniénico que es el azul de tripano. Otro de los métodos empleados es
la coloracion de Giemsa que nos muestra de forma mas detallada la morfologia celular,
utilizando diferentes soluciones y colorantes. Ademés de esto, se utilizd6 un protocolo
estandarizado para infectar la linea celular HEp-2, con un vial de cuerpos elementales de
Chlamydia trachomatis serovar L2, y demostrar la viabilidad de la linea celular HEp-2
infectada con cuerpos elementales después de su congelacion. Finalmente, preservar la linea

celular Hep-2 infectada con C trachomatis serovar L2.

4.4.1 Preparacion y mantenimiento del cultivo de células HEp-2.

Se realizé el mantenimiento de la linea celular HEp-2, la cual fue obtenida de la Fundacion
Instituto De Inmunologia de Colombia -FIDIC-, por el semillero de Biotecnologia y Genética
de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca y se cultivaron segtn el protocolo de
Castellanos y colaboradores’. Fueron preservadas en 5 ml del medio Eagle Modificado
Dulbecco -DMEM- suplementado con suero fetal bovino al 20%, se mantuvo una caja de 25
mL en la incubadora al 5% de CO2 a 37°C y posteriormente, se realizan diferentes pases con
el fin de continuar manteniendo la linea celular HEp-2, para ello, se retira el medio DMEM
de la caja de cultivo y se afiade a un tubo de centrifuga falcon estéril, posterior a esto, se
realiza un lavado de las células HEp-2 con 1ml de PBS para retirar detritos celulares y células
muertas de la matriz de la caja. A continuacion, se agrega 1 ml de tripsina a la caja
-temperada previamente al bafio maria a 37°C- y se deja incubando por 5 minutos.
Transcurridos los 5 min, se da un golpe en seco a las células para que estas puedan

despegarse de la matriz y se agrega la preparacion al tubo falcon con Sml de medio DMEM
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para inactivar la tripsina. Finalmente, se centrifuga el tubo falcon a 1200 rpm por 5 min, se

descarta el sobrenadante y se resuspende el pellet celular.

Para el mantenimiento de la linea celular HEp-2, se realizan constantes pases a nuevas cajas
con las condiciones necesarias para su mantenimiento. Para esto, se agregan 5 ml de medio
DMEM con SFB al 10%, 10uL de glutamina y la adicion de gentamicina a la nueva cajay se
agregan 100pL del pellet celular obtenido anteriormente por centrifugaciéon y que no fue

congelado y se incuba a 37°C al 5% de CO2 hasta obtener una 6ptima confluencia.

Para la congelacion de las células en crioviales, se toman 100 ul de células del pellet que fue
resuspendido en medio DMEM, mas 900 pl de suero fetal bovino y 100 ul de DMSO, en
relacion 90% SFB y 10% DMSO. El suero fetal bovino al 90% mantiene los nutrientes
necesarios para la supervivencia de la linea celular mientras permanece a bajas temperaturas
y el DMSO, permite extraer el agua de la célula para evitar la formacion de cristales que
puedan alterar la viabilidad celular. Finalmente, los crioviales se llevan a congelacion y

transcurrido un dia se pasan a -80°C.

Para la descongelacion de los crioviales de células HEp-2 que se encontraban congelados a
-80°C se pasan a temperatura de - 20°C con el fin de no causar un choque térmico drastico.
De igual forma, se prepara medio de cultivo DMEM suplementado al 20% con SFB para
garantizar el crecimiento de las células a descongelar utilizando 40 ml de medio DMEM y 10
ml de SFB para un total de 50 ml de medio de cultivo. Posterior a esto, en un tubo falcon se
agregan 5 ml del medio de cultivo preparado y se le agrega el contenido del criovial de
células HEp-2 congeladas. Se centrifuga a 1.200 rpm por 5 minutos, se descarta el
sobrenadante y del pellet obtenido se procede a realizar conteo de viabilidad para evaluar si el
proceso de descongelacion fue satisfactorio. Por ultimo, conociendo el estimado de células,
se agregan a una caja de cultivo nueva con 5 ml de medio DMEM vy se incuban a 37°C con

5% de CO2 hasta conseguir una optima confluencia.

4.4.2 Coloracion con Giemsa de las células HEp-2.
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Se realiza la coloracion de Giemsa segun el protocolo de Carrera y colaboradores®. En primer
lugar, se prepara el colorante de Giemsa con la solucion amortiguadora, que se compone de la
solucion A, la solucion B y la solucion madre. Posterior a esto, se mezclan 2.6 mL de
solucion A con 0.84 mL de solucion B, y 1 mL de solucion madre. La mezcla se afora a 30
mL con agua destilada, se ajusta el pH a 7.2 y finalmente se filtra la mezcla. La coloracion se
realizé cultivando las células sobre una laminilla de vidrio estéril en placas de 6 pozos. Una
vez las células han alcanzado la confluencia ideal, se lavan con PBS estéril tres veces,
retirando los posibles detritos y células no adheridas, se fijan con 1 mL de metanol
concentrado durante 15 minutos de manera tal que cada pozo quede cubierto, luego de esto se
adiciona 1 mL de la solucidn de trabajo previamente preparada, el cual tendra una exposicion
durante un tiempo de 1 hora. Pasado este lapso de tiempo, se procede a retirar el colorante y
realizar dos lavados, nuevamente, con PBS estéril, para eliminar completamente los residuos
de colorante y por ultimo, proceder a colocar las laminillas sobre una ldmina portaobjeto para

ser observadas en el microscopio Optico en los diferentes objetivo, 10X, 40X y 100X.

4.4.3 Viabilidad de las células HEp-2, por el método de exclusion Azul de Tripano.

La viabilidad celular se determina mediante la exclusion con azul de tripano, siguiendo el
protocolo de Carrera y colaboradores®. A partir del pellet obtenido del cultivo celular, se
resuspende en un tubo falcon en ImL de medio DMEM sin suero fetal bovino, de esta mezcla
se toman 20 uL y se afiaden 20 pL de colorante azul de tripan para obtener un factor de
dilucion de 2. A continuacion se mezcla correctamente y se afiaden 20 uL en cada zona de
recuento de la cdmara de Neubauer, posteriormente se observa en microscopio Optico, y se
aplica la siguiente formula:

Viabilidad = Factor de dilucion x la profundidad de la camara x promedio del conteo de los

4 cuadrantes x volumen de suspension

4.4.4 Infeccion de las células HEp-2 con cuerpos elementales de Chlamydia trachomatis

serovar L2.

La infeccion se realizo siguiendo el protocolo descrito por Castellanos y colaboradores®. Las

cé¢lulas HEp-2 se siembran en ldminas portaobjetos MilliCell EZ Slide con 10% de suero fetal
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bovino, al 5% de CO, durante 24 horas a 37°C. Posterior a esto, se retira el medio DMEM del
cultivo celular con el propoésito de determinar la concentracion de cuerpos elementales; se
realizan tres lavados con el buffer, solucion salina equilibrada de HANKS, durante un minuto
cada uno, para retirar células muertas y detritos. Las células lavadas con los cuerpos
elementales se diluyen en un buffer esteril de Sucrose-Phosphate-Glutamate -SPG.

Finalmente se llevan a incubar los pozos por 1 hora y 20 minutos a 37°C con 5% de CO,.
Posterior a esto se agregan 300 uL del medio DMEM suplementado con suero fetal bovino al
20%, para obtener asi un volumen final de 400 pL en cada pozo. Nuevamente se llevo a
incubacion bajo las mismas condiciones descritas anteriormente. Se procedi6 a cultivar un
aproximado de 60.000 células de la linea HEp-2 en cada uno de los 8 pozos dispuestos en la
placa de cultivo MilliCell EZ Slide (Figura 2). Al alcanzar la confluencia celular pertinente
del 90% a las 24 horas de incubacion, se realizo el ensayo de infeccion celular, donde, los
pozos 1 y 8 se utilizaron como controles negativos, por lo que unicamente contenian células
en monocapa y la adicion de medio DMEM suplementado. Para los pozos faltantes se
afiadieron 30 uL de cuerpos elementales sobre la monocapa celular y finalmente se mantuvo
el cultivo de células HEp-2 durante un intervalo de 72 horas, con el fin de usarlos para
propagar simultaneamente los EB’s obtenidos tras completar un primer ciclo de infeccion de
C.trachomatis, en los pozos 2, 3 y 4. Se evaluaron los pozos a las 24, 48 y 72 horas post
infeccion. Transcurrido el tiempo post infeccion se retira el medio DMEM de cada pozo, se
realiza un lavado de las células con la solucion salina equilibrada de HANKS por triplicado y

se fijan con dos gotas de metanol al 100% , y se tifien nuevamente, empleando la coloracion
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Figura 2. Infeccion lamina Millicell EZ Slide.

Se observa la distribucion de las Millicell EZ Slide de 8 pozos, donde los pozos 1 y 8 corresponden a los
controles negativos mientras que los pozos restantes se dispusieron para realizar el ensayo de infeccion, por lo
cual se les afiadi6é 30 uL de cuerpos elementales de C. trachomatis Todos los pozos contienen células HEp-2

confluentes, mantenidas con medio DMEM suplementado.

4.4.5 Propagacion de EB’s de Chlamydia trachomatis, a partir de la linea celular HEp-2

previamente infectada.

Se cultivaron células HEp-2, las cuales al alcanzar una confluencia del 90% fueron
empleadas para realizar el proceso de infeccion, en una placa Millicell EZ Slide. Una vez
completado un ciclo de infeccion con la placa; es decir al transcurrir 72 horas donde los
cuerpos elementales se liberan al exterior de la células, se procede a realizar 3 lavados con
HBSS por 1 minuto cada lavado, en cada uno de los pozos. Se transfiere el medio DMEM de
la placa principal de infeccion, correspondiente a 400 uL por cada pozo y se deposita en una
nueva placa Millicell EZ Slide. Se lleva a incubar por 24 horas a 37°C con 5% de CO,, para

asi finalmente comprobar la infeccion con la coloracion de Giemsa.

De igual forma, tanto para la infeccion de las células HEp-2 con los EB’s de Chlamydia
trachomatis como para la propagacion de la linea celular afectada, se determind Ila
multiplicidad de infeccion (MOI), que se define en este caso como la capacidad que tiene el
EB’s para infectar una célula HEp-2, para este se tuvo en cuenta la siguiente féormula:

MOI= Promedio de los EB’s observados (tanto intra como extracelulares) dividido el

promedio de las células HEp-2 vista en 10 campos observados.
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5. Resultados

Con el fin de cumplir con los objetivos planteados en este proyecto de investigacion,
inicialmente se realizaron cultivos seriados de células HEp-2 para mantener la linea celular,
posteriormente estas células fueron visualizadas con la coloracion de azul de tripano para
evaluar la viabilidad celular, ademas se realiz6 la coloracion de Giemsa pre y post infeccion
con los cuerpos elementales de Chlamydia trachomatis serovar L2 para detallar la morfologia
celular y confirmar la infeccion. Finalmente, se mantuvo la linea celular infectada para
propagar los EB’s y asi mismo, se criopreservd para demostrar la viabilidad y capacidad
infectiva de los cuerpos elementales de Chlamydia, al pasar por un proceso de

descongelacion.

5.1 Cultivo y mantenimiento de la linea celular HEp-2.

Para realizar la infeccion de la linea celular HEp-2 con Chlamydia trachomatis, es necesario
el mantenimiento de la linea celular posterior a su descongelacion, con el fin de poder obtener
una confluencia como minimo del 90% antes de la infeccion. Las células HEp-2 fueron
cultivadas en el medio DMEM, con SFB al 10% y se incubaron a 37°C con una atmosfera de
CO, al 5%. El SFB le aporto los factores de crecimiento, hormonas, lipidos, y minerales,
entre otros macronutrientes necesarios para el crecimiento, adhesion, y multiplicacion celular
(figura 3A). Posterior a esto, se observo un crecimiento con una confluencia del 40% a las 24
horas de incubacion (figura 3B) y del 70% a las 48 horas (figura 3C), respectivamente. Para
este mantenimiento del cultivo se realizd el cambio de medio DMEM en un intervalo de
tiempo de 2 dias , con el fin de proporcionar y renovar los aminodcidos y vitaminas
necesarias para el Optimo crecimiento de la linea celular. Es importante recordar que es
imprescindible realizar el cambio de medio para evitar que se pierda la adherencia de las

células a la matriz de la caja de cultivo, se desprendan y por tanto disminuyan su viabilidad.
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Figura 3. Confluencia de la linea celular HEp-2 durante su mantenimiento.

(A) Se evidencian células en suspension, observadas en objetivo de 40X. (B) Confluencia aproximadamente del
40% a las 24 horas de incubacion, observadas en objetivo de 40X. (C) Confluencia del 70% tras 48 horas de
incubacion, observadas en objetivo de 40X. (D) Confluencia cercana al 100% a las 72 horas de incubacion,
observada en objetivo de 10X..

(A-B) Se evidencia la morfologia de las células HEp-2; el citoplasma, niicleo, nucleolos en objetivo de 100x
por medio de un microscopio invertido.

Durante el periodo transcurrido hasta alcanzar la confluencia deseada, se observo un viraje de
color en el medio a los 2 dias en las dos primeras cajas de linea celular HEp-2. Se incubaron
durante los dos dias siguientes hasta que las células alcanzaron una confluencia del 100%

(figura 3D), mientras que la caja de cultivo numero tres se desechd por presencia de
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contaminacion. A partir de alli se procedi6 a realizar la congelacion de las células con el
propdsito de establecer un stock celular para posteriores ensayos, incluyendo, los ensayos de

infeccion con C.trachomatis.

Teniendo en cuenta, que un viraje de color en el medio esta dado por el indicador de pH rojo
de fenol presente en el mismo, que vira de rojo a naranja como resultado del metabolismo
celular dado por el crecimiento de la linea, se pudo evidenciar visualmente el consumo de
nutrientes por parte de las células HEp-2 (figura 5A). Cabe destacar que, el viraje del medio,
también puede ocurrir por diferentes factores, incluida la presencia de bacterias que pueden
contaminar el medio de cultivo, lo cual hace que este se perciba de color amarillo con un

aspecto turbio (figura 5B).

L
, &

Figura 5. Viraje del medio DMEM como resultado al metabolismo de la linea celular

A B

HEp-2 y otros factores asociados.

(A) Se visualiza un viraje en la caja de cultivo numero 3 mas significativo en comparacion con las dos cajas de
cultivo restantes debido a su pH. La caja de cultivo nimero 3 presentdé un mayor consumo de nutrientes
influenciado por su tiempo de incubacion de 3 dias, en comparacion con las dos cajas restantes que tenian solo 2
dias. (B) Se observan células HEp-2 con contaminacion bacteriana a las 24 horas de incubacion, posteriores al
mantenimiento del cultivo celular; se evidencia el viraje de color del medio de rojo a amarillo lo que indica el
crecimiento de microorganismos contaminantes.

5.2 Linea celular HEp-2 tefiida con Giemsa.

Posterior al mantenimiento de la linea celular HEp-2, se procedi6 a realizar la coloracion de
Giemsa, con la intencion de observar detalladamente la morfologia celular, para lograr
identificar sus estructuras y caracteristicas mas relevantes antes de la infeccion con los EB 's,

recordando que, la coloracion de Giemsa, resulta de la mezcla de la solucion madre mas la
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solucion amortiguadora, la cual se compone de la solucion A y la solucion B, aforando
finalmente con agua destilada.

Después de optimizar la coloracion, se observo la linea celular HEp-2 al microscopio 6ptico
en diferentes objetivos. Se pueden apreciar las células con una confluencia cercana al 40%,
donde se pueden identificar el ntcleo y el citoplasma claramente diferenciados (figura 6A) a
continuacion, se observan de manera mas detallada las células y se diferencian los nucléolos
(figura 6B). Por un lado, el nucleo tefiido de fucsia con la presencia de uno a dos nucléolos de
un tono mas oscuro al nucleo celular, y por el otro lado, el citoplasma de color morado sin
presencia de estructuras anexas o precipitados del colorante (figura 6C) . A su vez, fue

posible visualizar un aproximado de una a dos células en proceso de apoptosis (figura 6D).

Figura 6. Morfologia de las células HEp-2 tefiidas con Giemsa.
(A) Se visualiza una morfologia celular completa, sin modificaciones ni formas anexas en la estructura como
inclusiones, artefactos o detritos, las células se observaron en objetivo de 10X .(B) Morfologia celular habitual
de las células HEp-2 en objetivo de 40X. (C) Citoplasma definido, teflido de color morado y sin presencia de
precipitados, nucleos bien delimitados tefiidos de color fucsia, que permite observar la presencia de dos a tres

nucleolos de un tono mas oscuro en objetivo de 100X. (D) Célula en proceso de apoptosis en objetivo de 100X.

5.3 Viabilidad de las células HEp-2.
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El contar con una linea celular viable, favorecio el poder realizar un stock dptimo de la linea
celular HEp-2 y asi llevar a cabo un protocolo de infeccion satisfactorio. La técnica de azul
tripano, permitié evaluar la cantidad de células vivas -respecto de las células muertas- que se
dispusieron para cada ensayo y asi mismo contribuy6 a la congelacion de crioviales viables;
lo anterior, partiendo de que las células vivas son aquellas que se observan transparentes y
refringentes al microscopio y las células muertas aquellas que se tifien de color azul; esto
debido a que la membrana citoplasmatica de las células muertas es facilmente atravesada por

el colorante.

Para el ensayo de infeccion fue necesario saber cuantas células vivas se debian anadir en cada
pozo de las laminas Millicell EZ Slide y asi, asegurar una mayor adherencia en las laminas.
Siempre se sembraron con una viabilidad superior al 90% lo que permitié obtener una
confluencia del 90% con un porcentaje de células muertas inferior al 10%. Antes de cada
ensayo, se pudo observar un porcentaje de células vivas del 90% al 95% (figura 7A) , por el

contrario, se encontr6 un porcentaje del 5% al 10 % de células muertas (figura 7B).

Géhulos wivos:
—————
Trol spoxerdes

. .q.__ Céhulas muertos:
Amiles

10X 10X

Figura 7. Viabilidad de la linea celular HEp-2.

(A) Se evidencia aproximadamente un 90% de células vivas, lo que indica que se puede lograr posteriormente
una mayor confluencia en las Millicell EZ Slide, en objetivo de 10x. (B) Se observan mayor cantidad de células
muertas respecto a la imagen A, que representa un 10% de las células totales, en objetivo de 10x.

5.4 Infeccion de células HEp-2 con Chlamydia trachomatis serovar L2.

Para el proceso de infeccion, se emplearon laminas Millicell EZ Slide, las cuales permiten
extraer la ldmina portaobjetos de la cdmara donde se realizo el procedimiento, permitiendo
ejecutar ensayos posteriores, tales como coloraciones. Se realizo la siembra de células HEp-2

en cada uno de los 8 pozos de la lamina, y respectivamente se afiadieron EB’s de
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C.trachomatis en algunos de ellos para evaluar el protocolo de infeccion. Este cultivo se
monitoreo a las 0 hpi, 24 hpi, 48 hpi y 72 hpi al microscopio invertido, haciendo seguimiento
de la confluencia y morfologia celular, asi como la presencia de estructuras diferentes a la

linea HEp-2, especificamente refiriéndose a los EB’s.

Posteriormente, se observa que a las 0 horas post infeccion (figura 8A) se encuentran las
células HEp-2 con una confluencia del 90% lo cual indica que las células estan en 6ptimas
condiciones para la infeccion. Transcurridas 24 horas post infeccion (figura 8B) se pueden
observar las células HEp-2 junto con la presencia de estructuras redondas invadiendo el
citoplasma celular, identificadas como los cuerpos elementales (EB's) de C.trachomatis, lo
que corresponde a la primera etapa del ciclo de vida del microorganismo, donde estos
invaden las células huésped para posteriormente formar inclusiones y realizar su transicion a
cuerpos reticulados (RB’s). Al cabo de 48 horas de infeccion (figura 8C), se pueden observar
inclusiones maduras RB’s, que empezaron su transicion de nuevo a EB’s, para finalmente,
entre las 48 y 72 horas post infeccion (figura 9) liberar los EB’s al medio extracelular y asi,
continuar infectando mas células e iniciar nuevamente su ciclo de vida. En este ensayo se
monitorearon todos los pozos de la placa Millicell EZ slide hasta completar 3 ciclos de

infeccion, observando su reproducibilidad.
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Figura 8. Células HEp-2 infectadas con Chlamydia trachomatis a las 0, 24 y 48 hpi

(A). Se pueden visualizar las células HEp-2 antes de ser infectadas 0 hrs, con morfologia normal, en objetivo de
40x. (B) Luego se realiza la adicion de EB’s y por consiguiente, comienza el proceso de infeccion de las células
HEp-2 con Chlamydia trachomatis, por lo que transcurridas 24 hpi, se evidencian algunas células invadidas por
estructuras de tamafio pequeilo, redondas y refringentes en objetivo de 100x. (C) Se observan células HEp-2 con
inclusiones de Chlamydia trachomatis en su citoplasma después de 48 hpi a 37°C y 5% de CO,; la flecha azul
sefiala una célula HEp-2 cuyo citoplasma se encuentra lleno de inclusiones y estructuras refringentes (EB's), en

objetivo de 100x.
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Figura 9. Cuerpos elementales de Chlamydia trachomatis en la linea celular HEp-2 a las

72 horas post infeccion.

(A-B) Se visualizan las inclusiones de los cuerpos elementales de Chlamydia trachomatis a las 72 horas post
infeccion. Los cuerpos elementales se pueden distinguir por su forma circular y refringente en el exterior de las
células. (C) Las flechas sefialan una célula HEp-2 que presenta en su extremo superior un EB, tanto dentro como
fuera de la misma. (D) Algunos de los EB’s se pueden visualizar al interior de la célula y la gran mayoria de
ellos se pueden observar de forma extracelular en el medio, como se indica en la imagen -circulo color azul-,
ademas de esto se puede reconocer una célula HEp-2 con su respectivo nucleo. (E) Célula en proceso de

apoptosis. Estas fotos se tomaron en objetivo de 100x.

5.4.1 Coloracion con Giemsa de la linea celular HEp-2 infectada con cuerpos

elementales de Chlamydia trachomatis serovar L2.

Una vez infectadas las células, después de un periodo de 72 horas, los diferentes pozos se
fijaron anadiendo 100ul de metanol por 15 minutos para poder colorear con Giemsa y
visualizar los EB’s a las 0 hpi, 24 hpi, 48 hpi y 72 hpi, y corroborar la infeccion de la linea
celular HEp-2 con EB’s de C. trachomatis serovar L2, los cuales se lograron visualizar intra
y extracelularmente respecto a la fase del ciclo de vida en que se encontraban. Es importante
tener en cuenta que entre las primeras 12 a 24 hpi los cuerpos elementales se van a encontrar

al interior de las células, mientras que posterior a las 48 y 72 horas, los cuerpos elementales
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se encuentran fuera de estas (Figura 10). Teniendo en cuenta lo anterior sobre el ciclo de
infeccion de Chlamydia trachomatis, a las 24 hpi se observan gran cantidad de EB’s
intracelulares (Figura 10B) puesto que estos ya se han adherido a la membrana de la célula
huésped e ingresado por fagocitosis el citoplasma de la célula, a las 48 hpi (Figura 10 C-D) se
observan EB’s tanto intra como extracelulares dado a que la bacteria empieza a expulsar EB’s
para que infectan nuevas células, y, finalmente, a las 72 hpi (Figura E-F) se puede evidenciar
que gran parte de los EB’s estaran en el medio extracelular, sin descartar que también se
encontraran en cierta proporcion al interior de las células, ya que empiezan a infectar nuevas
células para dar comienzo a un nuevo ciclo de vida, y por ende, el numero de EB’s es
considerablemente mayor en relacion a las demés horas post infeccion, 24 hpi y 48 hpi,
respectivamente. Cabe destacar que se contd con un control negativo, en el cual, las células
HEp-2 sembradas no presentan cambios en su estructura ni morfologia, justificado en que no

fueron expuestas a EB’s de C.trachomatis (Figura 10A).

Figura 10. Coloracion de la linea celular HEp-2 con Giemsa post infeccion.

(A) Control negativo; células HEp-2 con morfologia habitual. (B) Se observan cuerpos elementales al interior de
las células HEp-2 a las 24 horas post infeccion. (C) Cuerpos elementales a las 48 horas post infeccion, intra y
extracelulares. (D) Cuerpos elementales intracelulares a las 48 horas post infeccion. (E-F) Cuerpos elementales
intra y extracelulares a las 72 horas post infeccion; se puede visualizar mas de un EB, alrededor de la misma

célula, demostrando que se di6 un proceso de replicacion en su interior.

También, se realizé el conteo de cuerpos elementales a las 24, 48 y 72 horas post infeccion

con el fin de evaluar la capacidad infectiva de los mismos. El conteo se realiz6 en un
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microscopio Optico, haciendo uso de los objetivos de 40x y 100x; este conteo se realizd por
triplicado en un promedio de 100 células por campo de 40x y 28 células por campo de 100x,
en 10 campos microscopicos observados. Gracias a este conteo se pudo determinar la
multiplicidad de infeccion (MOI) de Chlamydia trachomatis frente a las células HEp-2,
donde se determind que este es de 0.1 a las 24hpi de infeccion, 0.23 a las 48hpi y 0.36 a las
72hpi. Lo que corrobora que la capacidad infectiva de Chlamydia trachomatis es mayor a las
72 hpi, presentandose un aumento significativo, directamente proporcional a la fase de
desarrollo del microorganismo (Figura 11), correlacionado con la finalizacion del ciclo de
vida tras el cual se obtiene un mayor numero de cuerpos elementales en comparacion con el
presente al inicio del proceso de infeccion celular. A continuacion se presentan los resultados

del conteo de los EB’s C. trachomatis serovar L2 obtenidos (Tabla 1 - 2).

Ojeioetuns | 2prant | S| T
EB'’s extracelulares 0 2 4
EB’s intracelulares 3 4 5
Total de EB’s 3 6 9
MOI 0.11 0.23 0.36

Tabla 1. Conteo de los EB’s C. trachomatis serovar L2 post infeccion , visualizados en

objetivo de 100x.

Onieivodeany | Ptmrpe | dSprmpnt | T2
EB’s extracelulares 1 4 9
EB’s intracelulares 5 6 8
Total de EB’s 6 10 17

Tabla 2. Conteo de los EB’s C. trachomatis serovar L2 post infeccion , visualizados en

objetivo de 40x.
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Figura 11. Grafica del recuento de EB’s de Chlamydia trachomatis serovar L2 después de
24, 48 y 72 hpi
Esta grafica refleja que el aumento de los cuerpos elementales de chlamydia trachomatis es directamente

proporcional al tiempo transcurrido tras la infeccion.

5.5 Propagacion de EB’s de C. trachomatis a partir de la linea celular HEp-2

previamente infectada.

Se procedid a infectar una placa Millicell EZ Slide preparada previamente con células HEp-2
confluentes, utilizando el medio sobrenadante obtenido después de completar un primer ciclo
de infeccion celular con EB’s de C.trachomatis, para evidenciar su propagacion, esto, a través
de la coloracion de Giemsa y efectuando conteo de los EB’s presentes, en su mayoria

intracelulares, visualizados a las 48 hpi. (Figura 12 A-B).
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Figura 12. Propagacion de EB’s de C. frachomatis a partir de la linea celular HEp-2

previamente infectada.

(A) Se observa la presencia de EB’s al interior del citoplasma de las células HEp-2 a las 48 hpi en objetivo de

40X y (B) en objetivo de 100X.

Ademas, se realizd el conteo de EB’s presentes en 10 campos microscopicos en objetivo de
40x y 100x (Tabla 3), lo cual permiti6 demostrar que es posible propagar los EB’s de
Chlamydia trachomatis a partir de células HEp-2 previamente infectadas, pues se puede
observar que estos son capaces de infectar las nuevas células presentando un MOI de 0.2, sin
ser necesaria su purificacion, dado a que de igual manera, segin la hora post infeccion, se

encuentran suspendidos en el medio extracelular sin perder su capacidad infectiva.

48 horas post infeccion 40X 100X
EB'’s extracelulares 5 3
EB’s intracelulares 3 2

Total de EB’s 8 5
MOI 0.05 0.2

Tabla 3. Conteo de los EB’s C. trachomatis serovar L2 tras propagacion, visualizados en

objetivo de 40x y 100x

5.6 Mantenimiento de la linea celular HEp-2 infectada con EB’s de Chlamydia

trachomatis.

Las células HEp-2 infectadas con EB’s de Chlamydia trachomatis, luego de completar entre
uno a dos ciclos de infeccion y encontrarse en un nuevo ciclo a término de las 48 hpi antes de
la liberacion de EB’s al medio extracelular, fueron congeladas de manera habitual, empleando
DMSO al 10% y SFB al 90% para poder ser llevadas a -80°C para su correcta
criopreservacion manteniendo su viabilidad. Una vez congelada la linea celular HEp-2
infectada con EB’s de Chlamydia trachomatis, se procedid a descongelar algunos crioviales a
fin de evaluar su viabilidad y capacidad metabolica y de adherencia, teniendo en cuenta que
al ser congeladas a las 48 hpi se encontraria en su interior la forma infectiva de

C.trachomatis. De lo anterior, se pudo comprobar que pes€ a que las condiciones del proceso
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de descongelamiento de las células HEp-2 fueron oOptimas segun lo estandarizado con
anterioridad, estas, no tuvieron adherencia a la matriz de la placa de cultivo (Figura 12A), atin
con la adicién de medio DMEM F-12, suplementado con glutamina al 0.5%, antibidtico y
SFB al 20% para iniciar su mantenimiento y proporcionar los nutrientes necesarios para la
reactivacion metabolica. Sin embargo, se realiz6 la coloracion de Giemsa, con el objetivo de
identificar si se encontraban presentes algunas células HEp-2 que hubiesen sido capaces de
adherirse en la placa y por tanto, tefiirse con el colorante; se demostro, que fue minimo el
numero de células que estaban presentes (Figura 12B), sin ninguna inclusion o estructura
correspondiente a la presencia de cuerpos elementales, y que incluso, la mayoria de campos

se encontraban sin células y unicamente se evidenciaban algunas marcas de colorante (Figura

120).

e

. 100X 100X 100X

Figura 13. Mantenimiento de la linea celular HEp-2 infectada con EB’s de Chlamydia
trachomatis tras ser descongelada

(A) Células HEp-2 infectadas a las 24 horas post descongelamiento (B) Se observa presencia minima de células
HEp-2. (C) No se observan células HEp-2; a las 24 horas de incubacion de las células HEp-2 infectadas que

fueron descongeladas, esto en objetivo de 100X.
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6. Discusion

Con el fin de realizar la infeccion con EB's de C. trachomatis serovar L2 se empled la linea
celular HEp-2, asi mismo a lo largo de los ensayos se observo el comportamiento de esta
antes, y después de la infeccion en diferentes tiempos, lo que permitié continuar investigando
acerca de las lineas celulares proporcionando asi una oportunidad de ampliar futuras

investigaciones de cultivo celular partiendo de lineas celulares previamente infectadas.

Para comenzar se realizo el establecimiento de la linea celular HEp-2, en el cual se empleo el
medio DMEM/F12 con SFB al 10%, donde se obtuvo una confluencia del 70% al incubar a
37°C en atmosfera de 5% de CO2 tras 48 horas. En el estudio realizado por Juntinico et al® y
Carrera et al®, se realizd el mismo mantenimiento de esta linea celular con los medios MEM,
DMEM-F12 GIBCO , con SFB al 5% y 10%, donde se evidenci6 una confluencia menor
cuando se utiliz6 el medio MEM al 1% de gentamicina obteniendo una confluencia del 45%
en comparacion DMEM-F12 GIBCO que tuvo una confluencia del 80% tras 48 horas de
incubacion. Por tanto se infiere que el medio de cultivo DMEM-F12 aporta una mejor
concentracion de aminoacidos y vitaminas necesarias para el 6ptimo crecimiento de la linea
celular, con un crecimiento rapido que muestra células con morfologia definida,
encontrandose una confluencia que fluctia desde el 70% al 80% empleando condiciones
similares tras 48 horas de incubacion, lo que permite alcanzar la confluencia deseada para los
ensayos de infeccion. Por otra parte Castellanos y colaboradores®, mantuvieron la linea
celular en medio DMEM, suplementado con suero fetal bovino al 20% (Gibco) y
agregando gentamicina, hasta alcanzar una confluencia del 90% tras 48 horas de
incubacion, por lo que se sugiere que el suero fetal bovino mantiene los nutriente necesarios

en el medio para que las células logren una mayor confluencia.

Para hallar la viabilidad celular mediante la exclusién con azul de tripano, se sigui6 el
protocolo de Carrera et al’, y se encontré en la literatura que este método se emplea
comunmente para encontrar la viabilidad celular en diferentes ensayos que emplean lineas
celulares. En cuanto a la coloracion de Giemsa tanto en el articulo de Juntinico et al’, y en el
de Castellanos et al’, se expusieron las células durante 1 hora con 30 partes de solucion

amortiguadora mas 1 parte de solucién madre, para este ensayo, se realiza la coloracion
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de Giemsa segun el protocolo de Carrera et al’ con algunas modificaciones, se corrobora la
importancia del tiempo de exposicion de 1 hora, con el colorante de Giemsa y la fijacion con
metanol. Asimismo se visualizacion las células HEp-2 tefiidas al microscopio,

evidenciandose el citoplasma definido, nucleo y nucleolos.

De igual forma, se realiza el proceso de infeccion con los EB's de C. trachomatis serovar L2
siguiendo el protocolo realizado por Castellanos et al’, con algunas modificaciones,
obteniéndose un buen conteo de EB's comprobado a través de la coloracion de Giemsa; es
importante tener en cuenta que la morfologia de las células HEp-2 puede variar un poco
luego de la infeccion. Por otra parte, para continuar con el objetivo de este proyecto fue
necesario realizar la infeccion de las células HEp-2, con cuerpos elementales de C.
trachomatis serovar L2 para propagar su infeccion y posteriormente mantenerla. Como se
menciona en el articulo de Patrick Engstrdm® para propagacion de las inclusiones de C.
trachomatis es importante una buena sintesis de proteinas, sin embargo, no era claro si la
replicacion era un factor indispensable para la propagacion de las inclusiones. En condiciones
normales de cultivo celular, la expansion de la inclusion y la replicacion bacteriana ocurren
en paralelo; sin embargo Patrick y colaboradores® utilizaron la linea celular HeLa con medio
RPMI 1640, con un MOI de infeccion del 0.5 para disminuir la fusién de los cuerpos
elementales, pues se conoce que si dos bacterias infectan una misma célula, las inclusiones se
pueden fusionar; mientras que en el presente estudio se utilizo la linea celular HEp-2 con
medio DMEM, con un MOI de infeccion de 0.3, lo cual implica una menor infeccion que a la
realizada en ese estudio. Ademas de esto en el articulo de Patrick y colaboradores®, utilizaron
la glucosa KSK120 afiadida al medio RPMI para inhibir el metabolismo de la glucosa, lo cual
asegurd tener una expansion de las inclusiones clamidiales, incluso sin la necesidad de tener
una replicacion bacteriana, caso contrario cuando se utilizo el cloranfenicol, donde este no
permitio la expansion de las inclusiones, debido a la inhibicién de la sintesis de proteinas
bacterianas. La replicacion bacteriana ocurre en simultanea a la expansion de las inclusiones
si el cultivo se mantiene con las condiciones adecuadas, lo cual se hizo en este proyecto y se
logr6 alcanzar una expansion favorable de las inclusiones para realizar la propagacion de la

infeccion.
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Para el mantenimiento de la linea celular HEp-2 es necesaria la congelacion de las células en
condiciones especificas con DMSO y SFB al 90% que garanticen la viabilidad de las células
aun a temperaturas de -80°C en nitrogeno liquido. Ya cuando la linea celular se descongela y
se vuelve a cultivar con DMEM y SFB al 20%, las células empiezan a adherirse de nuevo a la
matriz de la caja y a reproducirse satisfactoriamente. En este estudio, se esperaba realizar el
mantenimiento de la linea celular HEp-2 infectada con los EB’s de Chlamydia trachomatis de
la misma manera en la que se mantiene la linea celular HEp-2, pero, como explica
Castellanos y colaboradores® tras la infeccion de las células con Chlamydia, se evidencia
cambios caracteristicos en la morfologia de las células que indican la muerte apoptotica y el
dafio en las células HEp-2, lo cual se ve reflejado en la coloracion de Giemsa pues el
citoplasma de las células ya no esta delimitado y los ntcleos y nucleolos quedan expuestos.
Esta muerte celular hace que después de congelar las células HEp-2 con EB’s de Chlamydia
trachomatis afiadiendo DMSO y SFB al 90%, estas condiciones ya no favorezcan el
mantenimiento de la linea celular infectada, puesto que, aunque la bacteria tiene la capacidad
de entrar en estado de persistencia ante condiciones adversas, las células perdieron su
estabilidad, viabilidad y morfologia lo que impide continuar con su mantenimiento. Al
momento de descongelar las células HEp-2 infectadas con los EB’s y sembrarlas con DMEM
+ SFB al 20% y glutamina, no fue suficiente para que las células pudieran adherirse a la
matriz de la caja y continuar con su metabolismo. Lo que demuestra, que no es posible
mantener la linea celular HEp-2 infectada con EB’s de Chlamydia trachomatis serovar L2,
reduciendo costos y tiempo al momento de realizar investigaciones bdsicas acerca de
Chlamydia trachomatis. La viabilidad y capacidad infecciosa de los cuerpos elementales de

Chlamydia trachomatis queda pendiente por demostrar en futuras investigaciones.
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7. Conclusiones

- Se deduce que la investigacion es adecuada para el cultivo y el mantenimiento de la linea
celular HEp-2, para el crecimiento de los cuerpos elementales de C. trachomatis serovar L2

pues demostr6 una buena confluencia, un metabolismo activo y una morfologia detallada.

- Se efectu6 la infeccion de células HEp-2 con cuerpos elementales de Chlamydia
trachomatis serovar L2,y se demostrd por medio de la coloracion de Giemsa la morfologia
habitual de las células HEp-2 citoplasma, nticleo y nucleolos y ademas, reflejo la presencia de

EB’s como estructuras redondeadas, pequenas y bien delimitadas de color morado.

- La evidencia presentada, nos lleva a concluir que no fue posible realizar el mantenimiento
de la linea celular HEp-2 infectada con cuerpos elementales de Chlamydia trachomatis
serovar L2 pues después de la infeccion las células presentan un cambio en su morfologia y
dafo celular que les impide continuar con su metabolismo habitual, perdiendo su capacidad

infectiva, por lo cual la hipotesis que se analizo en este proyecto resulta inviable.
-Finalmente, no se pudo demostrar que los cuerpos elementales de Chlamydia trachomatis

serovar L2 posean capacidad infectiva después de descongelarlos pero es un inicio para

investigaciones futuras.
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