A Biomédica

Biﬂ. me di(,‘.ﬂ ISSN: 0120-4157

Buviwts dled Ineviouno P acammal do Sefud blomedlca@lns.gov.co
Instituto Nacional de Salud

Colombia

Cuéllar, Jorge Andrés; Hernandez, Alejandro; Villegas, Enrique; Gémez, Jorge Enrique
Eficiencia de cultivo in vitro de Toxoplasma gondii en las lineas celulares THP1 y Vero
Biomédica, vol. 32, nim. 3, septiembre, 2012, pp. 461-466
Instituto Nacional de Salud
Bogotéa, Colombia

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=84324092017

Coémo citar el articulo r &\ //‘«

Numero completo . -, o
P Sistema de Informacion Cientifica

Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=843
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=84324092017
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=84324092017
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=843&numero=24092
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=84324092017
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=843
http://www.redalyc.org

Biomédica 2012;32:461-66
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v32i3.485

NOTA TECNICA

Eficiencia de cultivo in vitro de Toxoplasma gondii en
las lineas celulares THP1 y Vero
Jorge Andrés Cuéllar', Alejandro Hernandez', Enrique Villegas?, Jorge Enriqgue Goémez!

' Grupo de Investigacién en Parasitologia y Micologia Molecular, Centro de Investigaciones Biomédicas,
Universidad del Quindio, Armenia, Colombia
2 Parque Tecnolégico Tecnobahia, Cadiz, Espaia

Introduccion. El cultivo in vitro es un método importante para la obtencion de Toxoplasma gondii con
fines de diagnéstico clinico o biotecnoldgico.

Objetivo. Determinar el porcentaje de invasion y produccion de T. gondii en las lineas celulares THP1
y Vero.

Materiales y métodos. Se determind la curva de crecimiento para las células Vero y THP1 por conteo
en hemocitometro. Posteriormente, se identificd el porcentaje de invasion de T. gondiien células THP1
y Vero por citometria de flujo, en diferentes proporciones célula/taquizoito de 1/5, 1/20, 1/50. Por otro
lado, se calcul6 el indice de rendimiento de T. gondii, cepa RH, y del aislamiento CIBM1 en células
THP1.

Resultados. Las células Vero crecen mas rapidamente que las células THP1, con un crecimiento
exponencial en un periodo de siete dias. El aislamiento CIBM1 infecta las células THP1 en las tres
proporciones diferentes de 1/5,1/20 y 1/50 con porcentajes de invasion de 57,1 %, 15,5 %y 12,2 %, y
en células Vero, de 25,3 %, 17,8 % y 8,8 %. La cepa RH de T. gondii mostré porcentajes de invasion
mas bajos, de 32,6 %, 14,8 %y 8,1 % en células THP1 y de 22,3 %, 14,1 %y 3,4 % en células Vero.
Conclusiones. El aislamiento CIBM1 presenté mayor rendimiento con respecto a la cepa RH de T.
gondii en células THP1, siendo estas células una buena linea para estudiar el proceso de invasion y
probar candidatos farmacoldgicos para reducir la infeccién por T. gondii.

Palabras clave: Toxoplasma gondii, células, células Vero, citometria de flujo, in vitro.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v32i3.485

Efficiency of in vitro culture of Toxoplasma gondiiin THP1 and Vero cell lines

Introduction. Cell culture is an important method for isolating Toxoplasma gondii to make clinical
diagnosis or for biotechnological purposes.

Objective. The percentage of invasion and production levels of T. gondiiwas determined for THP1 and
Vero cell lines.

Materials and methods. The growth conditions for T. gondiiin Vero and THP1 cell lines were determined
by counting in hemocytometer chamber. The percentage of invasion of T. gondii in THP1 and Vero
cells was determined by flow cytometry in different cell/tachyzoite ratios: 1/5, 1/20, 1/50. The growth
performance index of the T. gondii RH strain and the CIBM1 isolate was calculated for THP1 cells.
Results. Vero cells multiplied faster than the THP1 cells, showing an exponential and a sigmoidal
growth curve respectively, within a period of 7 days. The CIBM1 isolate infected the THP1 cells in three
different parasite concentrations: 1/5, 1/20 and 1/50, with invasion percentages in THP1 cells of 57.1%,
15.5% and 12.2% and for the Vero cells 25.3%, 17.8% and 8.8% respectively. The RH strain of T. gondii
had the lowest invasion percentage with 32.6%, 14.8% and 8.1% in THP1 cells and 22.3%, 14.1% and
3.4% in Vero cells.

Conclusions. The CIBM1 isolate had a higher yield than the RH strain of T. gondii in THP1 cells.
THP1 cells were indicated to be a good model for the study of invasion and for the assays of new
pharmacological candidates against T. gondii.

Key words: Toxoplasma, cells, Vero cells, flow cytometry, in vitro.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v32i3.485
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Toxoplasma gondii es un protozoario intracelular
obligado perteneciente al supergrupo: Cromalveo-
lata, primer rango: Alveolata y segundo rango,
Apicomplexa (1), el cual tiene caracteristicas
morfologicas Unicas, tales como una estructura
celular polarizada, un complejo de citoesqueleto y
unarreglo de organelas alfinal de su parte apical (2).
Este parasito se ha utilizado extensamente como
modelo experimental de los parasitos Apicomplexa
gracias a su facil reproduccion in vitro, para la
cual se han utilizado diferentes tipos celulares.
Sin embargo, se hace necesario identificar la
linea celular mas apropiada para la infeccion y
produccién de este parasito, con el proposito de
lograr un proceso mas rapido y eficiente. Uno de
los mejores modelos celulares para la invasion in
vitro de T. gondii, es la linea celular THP1, que fue
aislada de un nifilo con leucemia monocitica (3).
Otra linea celular que se ha usado para propagar
T. gondii son las células Vero, que son aisladas
de células epiteliales de rifidn, extraidas del mono
verde africano (Cercopithecus aethiops) (4).

El porcentaje de invasion de taquizoitos de T. gondii
en cualquier linea celular se puede medir por medio
de la técnica de citometria de flujo, importante en
la medicién, separacion y comparacién de células
(5). La citometria de flujo se ha convertido en un
método innovador de andlisis que permite tener
una aproximacién lo suficientemente objetiva,
especifica y rapida para diversas aplicaciones en
estudios basicos (6).

El objetivo de este trabajo fue determinar el
porcentaje de infeccién y produccién de T. gondii
en las lineas celulares THP1 y Vero.

Materiales y métodos

Cultivo de las lineas celulares Vero, THP1 y
propagacion del parasito

La linea celular Vero de crecimiento en adherencia
fue propagada en medio de Eagle modificado de
Dulbecco (DMEM), con suplemento al 10 % de suero
fetal bovino y ampicilina (1 pg/ml) mas estrepto-
micina (1 pg/ml) en frascos de 25 ml. El crecimiento
de las células se mantuvo a temperatura de 37 °C
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con 5% de CO, y 95 % de aire atmosférico. La linea
monocitica THP1 de crecimiento en suspension
se propagé en medio de cultivo RPMI-1640 con
suplemento y se incub6 de la misma manera que
se describié para las células Vero. La linea THP1
sirvio para propagar los taquizoitos de la cepa RH
y del aislamiento CIBM de T. gondii, cultivandolos
con medio de cultivo RPMI-1640 y con suplemento
de suero fetal bovino al 2 %.

Los parasitos extracelulares se purificaron a través
de un filtro de policarbonato de 3 pm de tamario de
poro. La viabilidad de los parasitos antes de cada
experimento se verificd con la coloracion azul de
tripano y se utilizaron solo los lotes con viabilidad
de 95 % o mas. La cepa RH fue donada por Daniel
Ajzenberg (CHU Limoges, Francia) y el aislamiento
CIBM1 se obtuvo en el Centro de Investigaciones
Biomédicas de la Universidad del Quindio, a partir
de una muestra de liquido cefalorraquideo de un
niflo de nueve meses con toxoplasmosis congénita
(aislamiento CIBM1).

Para evaluar el crecimiento de las dos lineas
celulares, se utilizaron cajas de 24 pozos Cellstar™
donde se cultivaron por triplicado 50.000 células
por pozo. Estas se evaluaron después de 24 horas
durante 7 dias, aproximadamente, dividiendo el
namero de células viables generadas diariamente
por el numero de células del dia anterior; esto se
hizo por conteo en hemocitometro.

Porcentaje de invasion de Toxoplasma gondii,
cepa RH y aislamiento CIBM1 en células THP1
y Vero por citometria de flujo

Para el proceso de identificacion por citometria
de flujo, se cultivaron las células THP1 y Vero en
siete cajas de 25 ml. Cuando la confluencia era del
100 %, se realizaba la invasiéon con T. gondii, cepa
RH, y con el aislamiento CIBM1, por duplicado,
utilizando unas proporciones célula/taquizoito de
1/5, 1/20, 1/50, en donde se usaron 2°000.000
de células THP1 y Vero con 400.000, 100.000 y
40.000 taquizoitos, respectivamente, de cada tipo
parasitario. Las células control fueron células sin
infectar en la misma cantidad.

Después de dos dias de la invasién se les adicion6
tripsina y se trasladaron a tubos Falcon™ de 15
ml para comenzar la primera etapa de fijacién y
permeabilizacién, que se hizo lavando dos veces
con 2 ml de solucién tampdn fosfato, pH 7,4, en cada
tubo y centrifugando cinco minutos a 280g y 4 °C;
luego se descart6 el sobrenadante y se agregaron 2
ml de etanol al 100 % durante 60 minutos a -20 °C.



Biomédica 2012;32:461-66

La segunda etapa de la identificacién es la de
marcaciéon con anticuerpos, en la cual se removio
el alcohol por centrifugacién, durante cinco minutos
a 280g a 4 °C; después, las células se lavaron
dos veces con 2 ml de solucién tampdn fosfato y
se centrifugaron a 280g durante cinco minutos a
4 °C, seguido por el descarte del sobrenadante.
Luego se inicié la marcacién con la P30 que tiene
una dilucion en PBT (PBS mas 0,05 % Tween 20
y 0,5 % albumina sérica bovina) 1:200 durante 45
minutos. Posteriormente, se repitié el lavado con 2
ml de solucion tampén fosfato, usando los mismos
parametros de centrifugacion, y se inicié la segunda
marcacién con Alexa flior 488, diluido de la misma
manera que el primer anticuerpo en una proporcion
1:200, durante 45 minutos, en ausencia de luz.
Terminando el proceso se lavaron otra vez con 2 ml
de solucién tampon fosfato por cada tubo, durante
el mismo tiempo y a las mismas gravedades que en
el paso anterior y, finalmente, se adicionaron 500 pl
de PBT para iniciar el andlisis en el citdbmetro de flujo
Cytomics FC 500™, Beckman Coulter USA.

Calculo del indice de rendimiento de Toxo-
plasma gondii, cepa RH y aislamiento CIBM1
en células THP1

Para analizar el indice de rendimiento de la cepa RH
de T. gondiiy el aislamiento CIBM1, se tomé una placa
de 24 pozos, de los cuales se utilizaron 12, colocando
80.000 células THP1 con 2,5 ml de medio RPMI-
1640, con suplemento de SFB al 2 % y penicilina mas
estreptomicina por duplicado en tres proporciones
diferentes 1/5, 1/10, 1/20, utilizando la misma
proporciéon de células y diferentes cantidades de
taquizoitos: 16.000, 8.000 y 4.000, respectivamente.

Al cuarto dia de invasién se inicio el analisis del
indice de rendimiento, el cual se realiz6 hasta
tener todas las células lisadas. Este se obtuvo
dividiendo el numero de taquizoitos de cada dia
sobre el numero de taquizoitos iniciales en cada
proporcién (indice de rendimiento = nimero final
de taquizoitos / nimero inicial de taquizoitos).

El nimero de taquizoitos se obtuvo mediante
conteo en camara de hemocitémetro, obteniendo
el promedio de parasitos en cuatro cuadrantes por
pl de la dilucion.

Resultados

Cultivo de las lineas celulares Vero, THP1 y
propagacion del parasito

Como primer ensayo, se analizd el crecimiento
de las células THP1 y Vero por siete dias,

Cultivo in vitro de Toxoplasma gondii en dos lineas celulares

aproximadamente. Al final de los siete dias se
obtuvo un ndmero similar de células, aunque el
comportamiento de crecimiento en las células
THP1 mostrd una curva sigmoide, las células Vero
crecieron de manera exponencial, mostrando este
crecimiento después de los cinco dias (figura 1).

Las células THP1 necesitaron 180 horas, aproximada-
mente, para pasar a la fase estacionaria de
crecimiento, mientras que las células Vero en ese
mismo intervalo de tiempo solo presentaron un
crecimiento exponencial (figura 1).

Porcentaje de invasion de Toxoplasma gondii, cepa
RH y aislamiento CIBM1 en células THP1 y Vero
por citometria de flujo

Al comparar los resultados de invasién de las
células THP1 invadidas con la cepa RH de T.
gondiiy el aislamiento CIBM1, se observé que este
ultimo infectaba més células que la cepa RH en las
tres proporciones diferentes célula/taquizoito de
1/5, 1/20 y 1/50, con porcentajes de invasién del
571 %, 15,5 % y 12,2 %, respectivamente, para
el aislamiento CIBM1, y para la cepa RH, unos
porcentajes de invasion mas bajos, de 32,6 %,
14,8 %y 8,1 %, respectivamente.

En lainvasion de células Vero, el aislamiento CIBM1
sigue teniendo mayor capacidad de invasién que la
cepa RH, ya que el aislamiento CIBM1 present6
porcentajes de invasién de 25,3 %,17,8 % y 8,8 %,
y la cepa RH, de 22,3 %,14,1 %y 3,4 %, en las tres
proporciones utilizadas (figura 2).
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Figura 1. Curva de crecimiento de las células THP1 y Vero.
El conteo de células se hizo por hemocitometria en diferentes
intervalos de tiempo.
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Indice de rendimiento de Toxoplasma gondii,
cepa RH y aislamiento CIBM1 en células THP1

En cuanto al rendimiento de taquizoitos tanto de la
cepa RH como del aislamiento CIBM1 de T. gondii
en células THP1, se observo que el aislamiento
CIBM1 en cada una de las proporciones célula/
taquizoito de 1/5, 1/10 y 1/20, fue el que mas
taquizoitos generd, ya que en la proporcién menor
—1/20— se observo un rendimiento de alrededor de
4.510+226,2, siendo diferente con la cepa RH de
T. gondii que presentd en esa misma proporcion
un rendimiento de 3.600+537,4, aproximadamente.
Por otro lado, la proporcién de 1/5 presenté un
rendimiento mayor de 902+24,7 para el aislamiento
CIBM1 en comparacién con el rendimiento de
780+19,4 para la cepa RH del parasito.

Las diferentes proporciones mostraron un aumento
gradual de taquizoitos en la cepa RH de T. gondii
y el aislamiento CIBM1, donde la proporcion 1/5
con 16.000 taquizoitos fue la que tuvo mas bajo
rendimiento, mientras que la proporcién 1/20 con
4.000 taquizoitos fue la que més alta produccion
de parasitos present6 en las células THP1.

El aislamiento CIBM1 tuvo un rendimiento en una
escala de tiempo mas amplia en comparacion con
la cepa RH de T. gondii, mientras que el aislamiento
CIBM1 necesité 14 dias para la citélisis completa,
la cepa RH necesit6 de solo 10 dias para generarla
(figura 3).

Discusion

El ensayo con el que se analiz6 el crecimiento de las
células THP1 y Vero por 7 dias, aproximadamente,
mostrd que las celulas Vero tienen un crecimiento
mas rapido y generan un mayor numero de células

en el mismo intervalo de tiempo que las celulas
THP1.

Por otro lado, las células Vero mostraron, por
citometria de flujo, un bajo porcentaje de invasion
en comparacion con las células THP1, siendo este
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ultimo el mejor modelo celular para invasion con T.
gondii. Esto fue confirmado por Bouchot, et al. (7),
el cual utilizé la linea celular THP1 por su rapido
crecimiento y alto rendimiento al ser infectada por
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T. gondii, cepa RH, lo que le permiti6 hacer un
andlisis de los cambios que sufre la membranay el
citoplasma de dichas células al formarse la vacuola
parasitéfora.

Sin embargo, existen reportes que confirman a las
células Vero como el mejor modelo para trabajar
rendimiento y viabilidad de T. gondii, por encima
de las células THP1. Uno de estos reportes es el
de Saadatnia, et al. (8), en el que se observé que
las células Vero permiten la obtencion del parasito
con un alto porcentaje de viabilidad y bajo grado
de contaminacion, demostrando que la confluencia
celular del 85 % en medio DMEM con suplemento
de suero fetal bovino al 10 % y con una cantidad
inicial de taquizoitos de 1 x 107, son las mejores
condiciones para sembrar este parasito en estas
células. Estos autores, después de tres dias
infeccién, obtuvieron una cantidad aproximada
de 7,8 x 10® taquizoitos por placa, con 99 % de
viabilidad y 3 % de contaminacién por las células
huésped.

Por otro lado, Meerschman, et al. (9), demostraron
una produccién de 10 millones de taquizoitos de
T. gondii, cepa RH, por ml durante seis dias en
células Vero, mientras que nuestro estudio se
centr6 en las células THP1 con una produccion
aproximada de 15 millones de taquizoitos por ml,
durante 10 dias.

Para obtener una adecuada proliferacion del
parasito en la linea celular Vero, la mayoria de
autores describen que el medio de cultivo RPMI-
1640 sin suplemento es el 6ptimo, lo cual es
contradictorio con este estudio, ya que para el
crecimiento del parasito en las células Vero se
empleé medio de cultivo DMEM con suplemento
de suero fetal bovino al 2 %.

La cepa RH de T. gondiibajo nuestras condiciones
mostré una citdlisis completa a los 10 dias,
mientras que otros autores (10,11) la obtuvieron al
tercero y cuarto dia en sus modelos celulares. Esto
podria explicarse por el uso de constantes pases
intraperitoneales de ratones BALB/C y Swiss-
Webster antes de comenzar sus experimentos en
cultivo celular.

Se plantea por parte del grupo de trabajo que el
realizar solo pases en cultivo celular de la cepa
RH de T. gondii, hace que la cepa vaya perdiendo
virulencia gradualmente, hasta llegar al punto de no
presentar ninguna invasion celular. Sin embargo, la
produccién de taquizoitos de T. gondii en sistemas
de cultivo celular es favorable porque es de facil

Cultivo in vitro de Toxoplasma gondii en dos lineas celulares

manejo, bajo mantenimiento y no tiene tantas
implicaciones éticas como el manejo de modelos
animales (12-14).

El célculo del indice de rendimiento dejo claro que,
cuando se inocula gran cantidad de taquizoitos de
T. gondii en las células, la competencia aumenta
y los recursos dispuestos disminuyen. Ademas,
cuando se utiliza poca cantidad de taquizoitos de
T. gondii, la competencia es minima y los recursos
celulares son éptimos para un alto rendimiento del
parasito.

En conclusién, las células Vero presentaron un
mayor crecimiento en una escala de tiempo mas
corta en comparaciéon con las células THP1,
mientras que las células Vero mostraron, por
citometria de flujo, un bajo porcentaje de invasion
en comparacion con las células THP1, siendo este
ultimo el mejor modelo celular para invasion con
T. gondii. Ademas, utilizando una proporcién 1/20
el aislamiento CIBM1 presenté mayor rendimiento
con respecto a la cepa RH de T. gondii, debido
posiblemente a los constantes pases que se
hicieron en cultivo in vitro de la cepa RH.
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