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INTRODUCCION

Chlamydiia trachomatis
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Ostos OL, Sanchez RM (2003); Malhotra M, et a/ (2013)
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INTRODUCCION

Chlamydia trachomatis

CR

Nucleo
celular

Forma o cuerpo
Aberrante

Inclusion de Chlamydia

clamidial

https://www.researchgate.net/figure/Figura-1-Ciclo-de-vida-de-Chlamydia-trachomatis-El-ciclo-de-vida-de-CT-tiene-una_figl_320821504

Inducen la fagocitosis, no
tienen actividad
metabdlica, no se pueden

replicar y son infectivos.

l

Al ser fagocitados se
diferencian

l

Son capaces de replicarse
pero no son infecciosos.
Tienen actividad
metabdlica y el ADN esté
disperso.

Jutinico Shubach, Gonzdlez Devia, et al. (2017)
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Chlamydia trachomatis

Asintomatica 50% Hombres M ujeres Asintomatica 70%

Proctitis

 Prurito Uretritis
 Disuria
* Dispareunia - -

* Secrecidon

. CO Z
vaginal/uretral. INFECCION

https://encrypted-
tbn0.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcQ9pOj

Complicaciones y secuelas

UspLxTRQK

Infecciones del tracto genitourinario.

Tracoma Serovares D,E, E G, H, I.J, K, L.

Serovares A-C
Tomado de World Health Organization-Who Guidelines for the Treatment of Chlamydia trachomatis.



CULTIVO CELULAR

Herramienta basica de VENTAJAS
aplicacion fundamental

*  Control del medio
ambiente.

» Caracterizacién y
homogeneidad de la
muestra.

* Economia

*  Cuestiones éticas.

\ 4

Se establece a partir del
primer subcultivo de un
cultivo primario.

.
Pe rl I l l te https://st3.depositphotos.com/7622586/17184/i/1600/depositphotos_171841576-
stock-photo-scientist-working-with-a-cell.jpg

DESVENTAJAS

Conocer el comportamiento /in
vitro de las células cancerosas y
entender un proceso
fisiopatologico.

* Técnica de estrictas
condiciones.
* |nestabilidad.

http://www.equimed.com.co/img/fotos/banner-cult-linea-celular.jpg

YY Pefia Cruz (2013). UNAL



INTRODUCCION

LINEA CELULAR

Células de un tipo unico (humano, animal o vegetal) que se han adaptado para
crecer continuamente en el laboratorio y que se usan en investigacion.

Instituto Nacional De Cadncer

, Linea Celular Origen/Humano Tipo de Linea ID ATCC

HEp-2 Tracto respiratorio superior  Cancer Laringeo CCL-23™

A549 Tracto respiratorio inferior  Adenocarcinoma de pulmén CCL-185™

Caco-2 Tracto Gastrointestinal Adenocarcinoma Colorectal HTB-37™

Hela Tracto genitourinario Adcocarcinoma Cervical CCL-2™

NT2 Nesioiinasili Teratocarcinoma de células CRL-1973™
ncuronales

THP-1 Células Inmunes Monocitos de sangre periféricade g 55y
leucemia monocitica aguda

U937 Células Inmunes Monocitos de linfoma histiocitico CRL-1973™

HY Células Inmuncs Huaciing 1 dedvidas del HTB-176™
Sindrome de Sczary

Raji s e o meo.cnos B del linfoma de CCL-86™
Burkitts

Modificado de IWS Li ¢z 2L, 2009

ATCC Number: HTB-37
Designation: ~ Caco-2

Low Density

S b 18m i Dty

ATCC Number: CCL-2
Design ela

http://unicolmayor.edu.co/publicaciones/index.php/nova/article/view/175/350

Design:

ATC_C Number: CCL-23

Mancipe LF et al. 2011



INTRODUCCION

LINEA CELULAR HEp-2

ANTECEDENTES

HEp-2
Human Epidermoid
Carcinoma Strain N° 2

A 4

1952-1954

DESCRIPCION

Linea celular
epitelial continua

Crecimiento en
monocapa

Metabdlicamente
activa

Tipo estacionario

Puede ser sub-cultivada /n vitro por lo
menos 70 veces indefinidamente.

A 4

Extirpacién de un
tumor laringeo.
Paciente 57 afos.

Inoculaciéon en
ratas jovenes.

A 4

PROCESO

cultivo primario cultive secundario

http://www.argenbio.org/adc/uploads/pdf/Cultivos%20celulares%201%20Euge.pdf,

MOORE AE, SABACHEWSKY L, TOOLAN HW.


http://www.argenbio.org/adc/uploads/pdf/Cultivos celulares I Euge.pdf

ANTECEDENTES

aCt MOMP Hoechst apSTATT

Tratamiento de células
HEp-2 con interferén
gamma antes de la
infeccién.

Shemer Y. et al

Estudio sobre el serovar L2,
relacién de infectividad
entre particulas y la
secuencia del genoma.
Skip P. et al

Joyce Ibana et. al

Expresion de genes
(Ct110, Ci604, Ct755)

: lquedcogiﬁttr:aagh para ':a E (1) ANTI-DEATH SIGNAL (2) PRO-DEATH SIGNAL
proteina de C, omatis
HSP80. inclusion inclusion
HerVé C ot al q DEATH » DEATH
CpoS no CpoS
Crecimiento de Resistencia a los
células HEp-2 antimicrobianos
en ratas tra.tadas por cambios genéticos.
co«;’ cc;fhsm. Profozic Z. et al
oolan i

Barbara Sixt et al.



OBJETIVOS

GENERAL

Establecer un modelo de infeccibn de células HEp-2
con Chlamydia trachomatis serovar L2 (EB’s/LGV VR-902B) para su
aplicacidén en investigacion.

ESPECIFICOS

 Instaurar un cultivo celular de HEp-2 para realizar la infeccidn.

* Efectuar la infeccidn de células HEp-2 con el serovar L2 de
Chlamydlia trachomatis.

» Describir las posibles aplicaciones del modelo de investigacién de
células HEp-2 en Chlamydia trachomatis serovar L2.



DISENO METODOLOGICO

HIPOTESIS

 La linea celular HEp-2 al ser expuesta a cuerpos
elementales de C. trachomatis serovar L2 (EB’S/LGV VR-
902B) genera un modelo de infeccién.

Muestra

Poblacion

o .
Universo



DISENO METODOLOGICO

Establecimiento del cultivo de la linea celular HEp-2

Instaurar un cultivo celular de HEp-2 para realizar la infeccién.

Obtenidas -
de la FIDIC

Cultive Células HEp-z
Tripsina + EDTA

Stock Celular
=
4 éf‘y’w’w
o > — v
20% SFB: Inicio> ﬁ d SUKMS
10% SFB:
Mantenimiento [ \
DMEM+ SFB Atmésfera 5% CO2 = s
Juntinico et al.
Modificado por las autoras -70°C b
Congelamientos
90%
Confluencia celular : e : =
Viabilidad celJlar. Método de’excluslén
J CONGELACION

Tincion de Giemsa

En placa de 6 pozos
Esterilizacion
250,000 células por pozo.
Confluencia 80% en 48 horas.

Triplicado.
Fijacion Metanol — 15 min.
Colorante — 15,30,40,60 min.

Fotos tomadas por las autoras.



RESULTADQOS

ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO DE LA LINEA CELULAR HEP-2

Con el fin de | Cultivos celulares )
realizar la infeccién

6ptimos

Evaluar el proceso
de congelacién

Células vivas Células muertas

Procedimiento
empleado fue
efectivo

Procedimiento Células vivas Células muertas

Congelamiento 95-98% 2-5%

Descongelamiento  92-97% 3-8%

Mantener la
viabilidad
celular a -70°C

Tomadas por las autoras.



RESULTADOS

ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO DE LA LINEA CELULAR
HEp-2

48 Horas 72 Horas

Viraje del medio DMEM vs confluencia de las células HEp-2 observadas
al microscopio invertido en objetivo de10X a diferente hora desde su siembra.

Pajaniradje et a/y Juntinico et a/

Tomadas por las autoras.



RESULTADOS

ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO DE LA LINEA CELULAR HEP-2
Tincidon de GIEMSA

Coloracion de Giemsa a celulas HEp-2 Ncleo
en diferentes tiempos de tincion.
. Citoplasma
Nucledlos
\ ’ 7 .
?s “i .’.’
(A
2.

Noboru Nakasone et a/

Tomadas por las autoras.



DISENO METODOLOGICO

Infeccién de células HEp-2 con Ch/amydia trachomatis

Efectuar la infeccién de células HEp-2 con el serovar L2 de Chlamydia trachomatis.

® = . .. cantrol, 30,000 40,000 50.000

H 3 Lvoy cél. cél. cél. [

Chlamydia trachomatis (ATCC® VR-902B ) — Determinacion de — 2 s 7

Classification: Chlamydiaceae, Chlamydia / Product Format: frozen 1 mL per vial concentracion CEIUIar 60,000 70.000 80,000 Control
cél. cél. cél. Negazivey

Obtenido por el grupo de Biotecnologia y Genética UCMC

sAllouotas, MilliCell EZ SLIDE Y
concentraciones,
e .z . [\ \_, e
Xz ——> Coloracion Giemsa e

G samacia

ATCC (EB's/ LGV - LZVR
Ll

Modificaciones

091209 ¢ livg

N— Protocolo de infeccion

A
4 A

Preparacion de soluciones —

- — o '4 MILLIPORE d
Determinacién g |25 | |Z0e] [E5E) 2 :
_ de concentracion — gy B swun I oo Il 22 PO
de EB,S PG i e s

Células: HEp-2 SFB: 20% Medio: DMEM VF: 100 uL

L. Concentracion celular: 50,000 células
+ Gentamicina

Alicuota EB's

Tomadas por las autoras.



DISENO METODOLOGICO

Infeccidn de células HEp-2 con Chlamydia trachomatis

Ve

PROTOCOLO DE INFECCION

Determinacion de concentracion de EB’s

l

Inmunofluorescencia
directa

—

Fluorescencia 152

Rb pAb to Chlamydia
trachomatis (FITC) )
ab21211 s

\ :':"r .
‘ \ Fluorofore

Anticuerpo Primario

Tomado de http://goo.gl/jg06TO
Proteina de membrana p://goo.gl/jg

MOMP
/‘
1.  Fijacién: Metanol 100%
2. Lavados: PBS
Proceso < 3. EIiminaci.én Autofluoresencia: Cloruro
de amonio
4. Saponina 0,1% - PBS+SFB 1%

Visualizacion

\.__ Filtros I3 RE: 565+/-25 (ab21211) y A RE: 360 +/- 20 (Hoechst)



RESULTADOS

INFECCION DE CELULAS HEp-2 CON Chlamydia trachomatis

50. células

Tomadas por las autoras.

DMEM con SFB al 20%
con Gentamicina

Carstrol] 30,000 40,000
cél. cél.
60,000 70.000 80.000

60.000 células

108

100

k=]

a0

85

a0

-]

]

[.L]

BS
30,000 40,00 50,000 &0, 000 0000 B0, 000
i Conflieencias (%)

Crecimiento celular. Porcentaje de confluencia
(Eje Y) VS Concentracion celular (Eje X).

Nans A. et a/y Derrick T et a/




,
TINCION DE GIEMSA

(Protocolo de infeccidn)

Control negativo: Células
HEp-2 sin infectar

Dario celular Células HEp-2 con cuerpos clamidiales en su citoplasmay
proximos a este.

Tomadas por las autoras.



RESULTADOS

DETERMINACION
CONCENTRACION DE EB’S

A. Control negativo

B. Infeccién celular

24 HORAS 48 HORAS
CONCENTRACION (Rango de EB’s en 25 células por campo)

10uL 6-8 10-12
20 uL 12-14 16-18
40 uL 18-20 22-24

24 HORAS 48 HORAS
3 (Rango aprox. de EB’s en 50,000 células)
CONCENTRACION
10ulL 12,000-16,000 20,000-24,000
20 uL 24,000-28,000 32,000-36,000
40 uL 36,000-40,000 44,000-48,000

Osaka I., Scott P y Giakoumelou S. et al

Elaborado por las autoras.



Control
Negativo

Células

infectadas

INMUNOFLUORESCENCIA
(Protocolo de infeccién)

Hoechst Ac ab21211 Merge




RESULTADOS

INMUNOFLUORESCENCIA

(Protocolo de infeccidn)

Hoechst

Ac ab 21211

Merge

Armitage CW et al, Nogueira AT et al.




RESULTADQOS

INMUNOFLUORESCENCIA
(Protocolo de infeccidn)

Células infectadas

aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa



APLICACIONES DEL MODELO

Describir las posibles aplicaciones del modelo de investigacion de células HEp-2 en Chlamydiia trachomatis serovar L2.

INMUNOLOGIA
A - INFv.
50 g Reg
© - Apoptosis. Y
- Anticuerpos. %
GENETICA

- Plasmidos.

- Bios(ntesis de prote(nas. TRATAMIENTO

- Cuerpos abemmtesw o - Peptidos Antimicrobianos (AMPs)
- Extractos de plantas.
- Blancos terapéuticos.

Elaborado por las autoras.



1.

CONCLUSIONES

Para instaurar un cultivo celular de la linea HEp-2 y realizar la
infeccion con Chlamydia trachomatis serovar L2, es necesario
mantener las células en una atmosfera 37°C con 5% de CO2,
en medio DMEM suplementado con SFB al 20% y la adicion de
Gentamicina.

Para el protocolo de infeccion se determino que Ia
concentracion celular adecuada es de 50,000 células por
pozo con 90% de confluencia y un volumen de 40 uL EB’s para
obtener una infectividad cuerpo elemental- célula.

Dentro de las aplicaciones donde puede ser utilizado este
modelo, se encuentran ramas como la genética, inmunologia,
tratamiento, entre otros varios estudios.



CONCLUSIONES

Es importante establecer un modelo de infeccion
con C. trachomatis dado a que permite realizar
estudios basicos, avanzando en conocimientos
acerca de este microorganismo que afecta a la

poblacion sin distincion de género, sexualmente

activa, relacionandose con enfermedades de
importancia y secuelas dada su persistencia en el
organismo.
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Articulo de revision

Ghlamydia trachomatis:una infeccion silenciosa
Chlamydia frachomatis: a silent infection

Castafieda Franco Yessica Marcela'; Castellunos Herndndez Natalia®

Recibido: 10 de noviembre de 2017
Aceptado: 12 de diciembre de 2017

Resumen

Las infecciones de transmision sexual producidas por Chlamydia trachomatis representan un
problema de salud publica debido a su alta prevalencia y a las consecuencias devastadoras
que ocasionan en la reproduccion femenina principalmente, dado a que generan enfermedad
pélvica inflamatoria, infertilidad por obstruccién tubaria y embarazos ectopicos.

Cabe resaltar que las infecciones por Chlamydia trachomatis son asintomaticas en 70% de
las mujeres y tienen secuelas reproductivas porque no se detectan ni tratan oportunamente.
Por ello, la persistencia de la infeccion por C. trachomatis durante meses o afios en el area en-
docervical, las infecciones repetidas o un tratamiento antimicrobiano tardio son factores que
favorecen que esta bacteria invada los drganos genitales superiores, como los ovarios o las
trompas de Falopio. Chlamydia trachomatis es un patégeno que estimula respuestas inmunes
tanto humorales como celulares, asi mismo, puede favorecer su propia supervivencia en el
huésped infectado al ocasionar ciertos cambios o alteraciones en el sistema inmune e inducir
infecciones persistentes.

Palabras claves: Chlamydia; persistencia; infeccion; asintomatica; prevalencia.
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