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RESUMEN 

Lilia Castellanos Novoa. Cultivo primario de enterocitos de pollo como modelo de estudio 
en la inmunidad celular contra Eimeria tenella. Bajo la asesoria de: MVZ, MC. Gary 
Garcia Espinosa. MVZ, PhD. Tamas Fehervari. MVZ, PhD. Guillermo Teéllez Isaias. 

En el presente estudio se adapté un método para obtener un cultivo primario de enterocitos 

cecales de pollo; dicho cultivo Hega a mantenerse hasta 3 o 4 semanas viable, cuando se les 

cambia el medio de incubacién diariamente o cada tercer dia. Este cultivo celular fuc 

infectado con esporozoitos de Eimeria tenella utilizando una relacion de | esporozoito por 

50 células, con una concentracién de 4000 esporozoitos por 1 ml. y 200,000 células por 

mililitro, incubandolo a 37°C con 4% de COQ). Se evalud la infeccién in vivo en la placa 

de cultivo celular durante los siguientes siete dias. El tiempo éptimo de infeccién es de 24 

a 48 horas tiempo suficiente para que se infecten las células. El cultivo celular fue 

susceptible a la infeccién por esporozoitos de Eimeria tenella. Se observaron algunas 

células con citomegalia con estructuras intermas y de color mas obscuro, asi como 

esporozoitos con bastante movimiento a las 24 horas postinfeccién. Con éstos resultados 

se concluye que el cultivo celular de enterocitos de pollo, puede ser utilizado como modelo 

in vitro para estudiar los mecanismos inmunoldgicos en infecciones intracelulares por 

Eimeria tenella.



I- INTRODUCCION 

1.1.- COCCIDIOSIS 

1.1.1.- Caracteristicas de la coccidiosis 

En México, la coccidiosis es el principal problema parasitario y el que mayores 

pérdidas econémicas causa en las explotaciones avicolas comerciales y rusticas. Se 

caracteriza por retardo en e! desarrollo, baja en la produccién, pérdida de peso y mortalidad 

variable que depende de! grado de parasitosis presente, '**'>4 

La coccidiosis se ha definido como una enfermedad del aparato digestivo de las 

aves producida por protozoarios del género Eimeria, del phylum Apicomplexa que son 

pardsitos intracelulares del epitelio intestinal.'** 

Afecta principalmente a aves jévenes entre la 4a y 6a. semanas de edad. Se han 

descrito nueve especies de Eimeria de pollos, las mas frecuentes en México y hasta ahora 

plenamente identificadas son: £. tenella, E. necatrix, E. maxima, E. brunetti y E. 

acervulina. Existen varias cepas de cada especie con diferente grado de patogenicidad. 1? 

Las caracteristicas principales de! género Eimeria son: 

Las distintas especies tienen marcada especificidad de huésped, especie y 

predileccién para desarrollarse en tejidos especificos. La estructura de los oocistos 

esporulados contienen siempre cuatro esporocistos, cada uno con dos esporozoitos; Las 

infecciones por coccidias, dependen en gran parte de la cantidad de los ooquistes ingeridos, 

y del estado inmune del ave. ®
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1.1.2.- Caracteristicas de Eimeria tenella. 

Esta especie se encuentra en la mucosa de los ciegos, lo que origina una grave 

enfermedad cuyos signos principales son: diarrea sanguinolenta, alta morbilidad y 

mortalidad, pérdidas en la ganancia de peso y emaciacién. Los ooquistes tienen forma 

ovoide, son anchos, de pared lisa, miden 21.7 por 17.5 micras y tienen granulo polar. °° 

1.1.3.- Ciclo de Eimeria tenella : 

El ooquiste que es evacuado por las heces, esporuta a nivel del suelo y es ingerido 

por el ave; e | ooquiste pierde su pared por accién mecanica de la molleja y de las sales 

biliares; se liberan los esporozoitos los cuales se adhieren a las células en la mucosa del 

intestino, y por medio de proteasas penetra la membrana de la célula hospedadora del 

epitelio, ahi cada esporozoito se redondea, formando el estado de trofozoito, crece y se 

transforma en esquizonte por un proceso de fisién binaria multiple asexual (esquizogonia), 

cada uno de ellos da lugar a 900 merozoitos en la primera generacién ( dos dias y medio 

postinfeccién), su esquizonte maximo mide 54 micras, después cada merozoito se adhiere y 

penetra a una célula del subepitelio; en dichas células subepiteliales o de la lamina propia 

el merozoito se redondea, crece y forma la segunda generacién de esquizontes, donde da 

origen aproximadamente a 250 merozoitos de segunda generacién al quinto dia de 

infeccién. Algunos merozoitos todavia dan lugar a una tercera generacién de esquizontes 

originando 7 a 30 merozoitos. La mayoria de los merozoitos de la segunda y los de la 

tercera generacién se adhieren a células del subepitelio para iniciar la fase sexual o 

gametogonia. Los merozoitos se diferencian en microgametos y macrogametos, los 

microgametos se introducen en las células epiteliales en que se tocalizan los macrogametos 

y se realiza la fecundacién. Los macrogametos pasan a la periferia y forman parte de la



pared del ooquiste después de !a fecundacién, la formacién de esta pared marca el 

momento de transicién de un macrogameto fecundado a un ooquiste; el cual aumenta de 

tamafio, se rompe, alcanza el lumen cecal y sale con las heces. E] periodo prepatente dura 

siete dias. Los oocistos no son infectivos hasta que ha tenido lugar la esporulacion que 

toma de | a 2 dias bajo condiciones éptimas de temperatura y humedad en el piso.®!31816. 

1.1.4,- Lesiones macroscépicas: 

Durante la maduracién de los esquizontes de primera generacién, se pueden ver 

pequefios focos del epitelio desnudo. La mucosa se puede observar blancuzca. En el cuarto 

dia postinfeccién, la segunda generacién de los esquizontes estan maduros y se pueden 

observar hemorragias de diferentes grados, los ciegos se ven muy agrandados y distendidos 

con codgulos de sangre y porciones de mucosa cecal en la luz. La infeccién puede verse 

desde la superficie serosa de los ciegos como hemorragias petequiales que Hegan a unirse 

en infecciones mas severas. En casos crénicos se puede presentar exudado caseoso. La 

pared de los ciegos frecuentemente esta muy engrosada debido al edema e infiltracién, 

posteriormente se presenta tejido cicatrizante.'*!° 

1,1.5,- Lesiones microscopicas: 

Al estudio histopatolégico se observa una amplia diseminacién de esquizontes de 

primera generacién y pequefias hemorragias y reas de necrosis cerca de los vasos 

sanguineos de las fibras intemnas de la capa muscular. La infiltracién de heterdfilos de la 

submucosa procede con rapidez conforme se desarrollan los esquizontes de la segunda 

generacién en la lamina propia. La maduracién de los pardsitos de segunda generacién se 

acomparia de grave dafio tisular, hemorragias, ruputra de las glandulas cecales y muchas 

veces destruccién completa de la mucosa y de la capa muscular, observandose oocistos, 

macrogametos y microgametos méviles al 6° y 7° dia. La regeneracién del epitelio y las 

glandulas puede completarse al décimo dia en las infecciones leves, pero el epitelio nunca



se llega a recuperar por completo en infecciones graves, la mucosa muscularis perdida no se 

reemplaza y la submucosa se vuelve densamente fibrosa. 15.13 

1.2.- INMUNOLOGIA CONTRA COCCIDIAS: 

Cada etapa de el ciclo de las Eimerias tiene diferente material antigénico. Durante 

las fases extracelulares el pardsito es susceptible, tedricamente, a la accién de factores que 

se encuentran en los fluidos de los tejidos, como son !os anticuerpos, el complemento, los 

mediadores de la inflamaci6n y tas citocinas, asi como a Jos componentes de la resistencia 

natural como son la fagocitosis. Cuando el pardsito esta dentro de las células muchos de 

éstos factores son ineficaces, y solo puede ser afectado por mecanismos intracelulares como 

son los radicales de oxigeno, radicales de nitrégeno, enzimas lisosomales y pH en células 

fagociticas o la destruccién de 1a célula hospedadora a través de actividad litica por células 

citotéxicas.?? 

El organismo se vale de multiples mecanismos para combatir jas infecciones 

causadas por parasitos como los protozoarios y dentro de éstos mecanismos entran en juego 

tanto la inmunidad innata como la inmunidad especifica. ' 

1,2.1.- Inmunidad inata. 

La respuesta inmune es iniciada por el reconocimiento del antigeno parasitario en la 

mucosa, en las placas de Peyer y en los nédulos linfoides.° 

Las acciones de los anticuerpos contra Eimeria pueden incluir la opsonizacién para 

una subsecuente fagocitosis, participacion en la citotoxicidad. lisis a través de la activacion 

de el complemento, prevencién de la invasion por la inmovilizacion de la mucosa y de la 

superficie epitelial o por la interferencia con el proceso de reconocimiento de la membrana. 

a. . 3 
Todas estas actividades deben ser directamente contra las etapas extracelulares.”” 

uw



1.2.2.- Inmunidad especifica. 

La inmunidad celular ha sido considerada de gran importancia en el desarrollo de 

resistencia en Ja coccidiosis intestinal, ya que interfiere con la penetracién y multipticacion 

de las fases intracelulares de las coccidias en las células epiteliales. La destruccién de 

parasitos por accién de macréfagos y la concentracién de linfocitos T en areas localizadas, 

tienen lugar en las primeras semanas de la infeccién y aparece mas tempranamente en casos 

de reinfecciones. La inmunidad celular desencadena las reacciones de hipersensibitidad, 

evidentes en las infecciones por coccidias de ta mucosa intestinal.?° 

Los linfocitos B secretan IgG localmente y sistémicamente; la IgA que también llega 

al intestino. Los anticuerpos interactuan para iniciar los cambios inflamatorios, y pueden 

actuar directamente con el parasito.> 

La IgM es la primera en aparecer en sangre circulante, alcanzando un maximo de 

concentracién para luego decaer rapidamente. La IgG aparece mas tardiamente, pero su 

descenso es mas lento; igualmente, se han puesto en evidencia altas concentraciones de IgA 

en secreciones biliares, !amina propia, mucus intestinal y en particular en el contenido cecal 

de pollos infectados con E. tenella donde parece tener una accion litica sobre varias formas 

de pardsitos.”° 

Las céjulas T producen también cambios en las células epiteliales incluyendo a los 

enterocitos, las células globosas y los linfocitos intraepiteliales.?? 

Se ha evidenciado por inmunohistoquimica que existe un aumento considerable de 

Linfocitos T (LT) con Determinante de Agrupacién 8° (CD8°) y algunos LTCD4* durante 

123 la infeccién primaria por Eimeria tenella en el tejido cecal.’ Considerando que los 

LTCD8*  reconocen a través del epitopo expresado en e! Complejo Mayor de



Histocompatibilidad (MHC) clase I de la céluta infectada para posteriormente lisarla. Esto 

podria sugerir que posiblemente éstos LTCD8" estan reconociendo algunos epitopos de 

Eimeria tenella y estarian lisando estas células infectadas. Sin embargo no se sabe que 

células infectadas presentan éstos epitopos, asi como tampoco en que fase de! ciclo y mas 

atin no se sabé si éstos LTCD8" realmente estén reconociendo algun epitopo de Eimeria 

tenella.” 

Los LTCD4* cooperadores son mediadores de la inmunidad por el inicio de una 

serie de complejos eventos inflamatorios en el intestino. Las células epiteliales al ser 

infectadas por el parasito expresan particulas de éste unidas a las moléculas clase | del 

MHC sobre su superficie, que es reconocido por LTCD8” provocando una respuesta 

citotéxica. Los LTCD8” parecen inhibir la diseminaci6n de esporozoitos de la célula 

huésped aa los enterocitos y pueden atacar a las células epiteliales infectadas a través de la 

lisis de las células infectadas.”* '* 

Una importante expresién de ja actividad antiparasitaria de tos linfocitos T es la 

liberacion de tinfocinas como el IFN-y el cual tiene la propiedad de activar fos mecanismos 

de destruccién de las células fagociticas intestinales. Las linfocinas pueden activar las 

células directamente, después de unirse al receptor de superficie, o indirectamente por la 

activacién de otras células para la liberacién de citocinas que también induciran la muerte 

intracelular. La tiberacién de ja [L-1_ también esta asociada con el aumento de la actividad 

fagocitica y citotéxica de los macréfagos. 3 

Las citocinas han mostrado que influyen en el curso de la infeccién por coccidias. 

Recientemente se han identificado parcialmente las linfocinas IL-2 e INFy en las 

infecciones por coccidia en pollos. y estas se han utilizado para producir inmunoprofilaxis 

sett 
contra este parasito. 3



1.3,- CULTIVO CELULAR 

1.3.1.- Cultivo de células epiteliales. 

El término de cultivo celular se utiliza para el crecimiento de células in vitro. En los 

cultivos celulares las células no se organizan nunca para formar tejidos. El cultivo primario 

es originado de células de érganos o tejidos que proceden directamente del animal. 2'*!7 

La tendencia de las células epiteliales a unirse y formar laminas extensas persiste 

con mucha frecuencia en los cultivos cuando existe una superficie adecuada, como sucede 

en un cubreobjetos, en el fondo de una placa o la interfase entre un codgulo de plasma yun 

medio liquido. Cuando se cultivan explantes primarios ricos en células epiteliales, las 

laminas se forman frecuentemente al cabo de un dia o dos en la periferia del explante y de 

manera gradual se extienden por toda la superficie de la placa. Los epiteliocitos tienden a 

presentar una superficie lisa con escasas proyecciones, y sus nucleos contienen uno o dos 

nucleotos bien definidos. E1 citoplasma es moderadamente denso; distribuyéndose en él 

mitocondrias filamentosas y ocasionalmente existen cuerpos esféricos oscuros que pueden 

corresponder a lisosomas. ”! 

1,3,2.- Ventajas y desventajas del cultivo celular 

Los cuitivos celulares pueden mantenerse en condiciones ambientales controladas y 

puede experimentarse en ellos directamente en vivo. Es dificil administrar reactivos 

directamente a un tipo de células en particular, asi como hacerlo en una concentracién 

adecuada. Los cultivos celulares primarios son los que se aproximan mas a la situacién in 

vivo. Los cultivos primarios de células animales es una técnica usada comunmente en el 

plano de la medicina y la biologia celular y la biologia molecular.'® 2*



Todos los sistemas de cultivo celular comparten algunas desventajas, como son ta 

sobresimplificacion de las situacién natural ya que Jas células son aisladas de otras células 

con las cuales interactuan. El establecimiento de procedimientos rigurosos para disminuir la 

contaminacién por microorganismos, como consecuencia tienen desventajas del cultivo 

fresco. ** 

Comunmente son heterogéneos, tos procedimientos cambian de dia a dia y las 

preparaciones celulares no son siempre idénticas, son costosos y se necesita tiempo para su 

preparacién y las células solo tienen un corto tiempo de vida. ”* 

Se han encontrado factores que juegan un papel en la regulacién de la proliferacién 

y diferenciacién de las células epiteliales intestinales, éstos incluyen componentes de 

matriz extracelular, interacciones mesenquimal-parenquimales, poliaminas y hormonas; por 

lo cual estas 2élulas in vitro tienen dificultades en el crecimiento limitando su aplicacién. * 

Los cultivos de células primarias han sido ampliamente usados en varios tipos de 

estudio y son muy utiles para el aislamiento e identificacion de patégenos aviares.'” 

Esta técnica puede ser util] para varias aplicaciones incluyendo el aislamicnto de 

enteropatégeneos y para estudios basicos del tracto intestinal relacionados con areas tales 

como fisiologia, inmunologia y toxicotogia.!® 

1.4,.- JUSTIFICACION DEL TRABAJO 

Es poco to que se conoce acerca de como actian exactamente los mecanismos 

patogénicos del pardsito en la infeccion, ni como funcionan los mecanismos inmunolégicos



que utilizan las aves para protegerse de las coccidias. En tos ultimos afios esta situacién ha 

conducido hacia el estudio inmunolégico de esta relacién. |? 

Algunos factores solubles derivados de LT (linfocinas), estan involucrados en la 

defensa inmune contra la coccidiosis . La aplicacién de este tipo de sobrenadantes 

estimulados con concanavalina A (Con-A) por via intravenosa e intramuscular protegen 

parcialmente contra la infeccién por E. tenella. Estos mismos sobrenadantes han sido 

capaces de inhibir el desarrollo de esporozoitos en cultivos celulares, obteniéndose 

resultados semejantes con la estimulacién de los LT con antigenos de coccidia; los cuales 

aunque no tuvieron un efecto citotéxico sobre los esporozoitos, abatieron la habilidad de los 

macr6fagos para transferir esporozoitos a un cultivo de células de rifién de bovino. Es por 

€so que primeramente hay que desarrollar un modelo in vitro confiable y lo mas cercano al 

modelo in vivo que permita estudiar el mecanismo inmunoldgico responsable de controlar y 

erradicar la infeccién por Eimeria tenella utilizando 1a cepa QRO ( MOR-80) y cultivos 

celutares. '?-499 

El entendimiento de 1a respuesta inmune en los pollos, puede propiciar el desarrollo 

de la profilaxis en esta y otras enfermedades que afecten el tracto digestivo. Es por eso que 

se debe caracterizar in vitro las células epiteliales y si son susceptibles a la infeccién, para 

estudiar mecanismos de la infeccién e inmunidad de Eimerias aviares."? 

El cuitivo primario sera una adaptacion de las técnicas que se utilizaron para obtener 

células entéricas de yeyuno de pavo y de duodeno de polio con el fin de obtener de ciego, 

para ser infectadas con esporozoitos de Eimeria tenella, obteniendo asi un modelo viable 

que sirva para realizar futuros estudios de la inmunidad contra dicho parasito. 25



  

IL-HIPOTESIS 

Adaptando las técnicas de cultivo primario de enterocitos duodenales de pollo, se 

puede realizar un cultivo celular primario de enterocitos cecales de polio y éste sera 

susceptible a la infeccién por esporozoitos de Eimeria tenella. 

I.- OBJETIVOS 

3.1.- OBJETIVO GENERAL 

Obtener un cultivo celular de enterocitos cecales de pollo que sirva para realizar 

estudios in vitro de la inmunidad celular en infecciones intracelulares por Eimeria tenella. 

3.2.- OBJETIVOS PARTICULARES 

- Adaptar el método adecuado para la obtencién de un cultivo primario de enterocitos 

cecales de pollo. 

- El cultivo primario de células cecales puede ser susceptible a Ja infeccién con 

esporozoitos de Eimeria tenella...



  

IV.- MATERIAL Y METODOS 

4.1.- ESTRATEGIA GENERAL. 

Para el desarrollo del presente trabajo se Hevaron acabo tres fases: 

*- Desarrollo de el cultivo celular primario de enterocitos de pollo, para el cual se 

prepararon las siguientes soluciones y medios: medio de aislamiento, de incubacién y 

sojucién salina fisiologica. En el desarrotlo de el cultivo celular se reatizé la adaptacion de 

la técnica para obtener la concentracién celular adecuada para la infeccién, y el 

establecimiento del tiempo de vida del cultivo celular sin infeccion alguna. 

Para la verificacion del proceso y de la obtencion de las células epiteliales se realizo 

un estudio histolégico de los tejidos de ciego y de duodeno procesados y sin procesar. 

*- Preparacion de los esporozoitos, para la cual se Ilevé a cabo la desinfeccién de los 

ooquistes y la liberacién de los esporozoitos. 

*- La infeccidn de las células con los esporozoitos y la observacion del proceso.



  

METODOS 

4,.2.- CULTIVO CELULAR PRIMARIO DE ENTEROCITOS DE POLLO. 

4.2.1.- Medio de aistamiento. 

Se preparé6 medio RPMI 1640 al cual se le adicioné para preparar un litro de medio 

de aislamiento 2g. de bicarbonato de sodio, Tetracetato disodio etilendiamina (EDTA) 

c.b.p.iguatar una solucion de 1.5mM, HEPES c.b.p.igualar una solucién a 25mM., 10 g de 

Fraccién V de albamina de suero bovino (BSA), y se le agregé antibidtico 100,000U de 

penicitina y 100,000 jg de estreptomicina. Dicha solucién se mezclé con la barra magnética 

en la platina magnética; bajo la campana de flujo laminar se esterilizé el medio usando un 

filtro de 0.2m. Y se calibré el pH a 5.0 con una solucién de acido clorhidrico a 1M. Una 

vez terminada la mezcla se almacené en botellas de 500 ml. a 4°C. 

4.2.2.- Medio de incubacién. 

Se prepara igual que el medio de aislamiento, pero este difiere ya que su 

concentracioén de BSA sera de 1.0 g obteniendo una solucion al 0.1% y se le agregaron 

100m! de Suero Fetal Bovino (SFB) para obtener una solucién al 10% . Dicha solucién se 

mezclé con la barra magnética en la platina magnética conservando un pH de 7.0. 

4.2.3.- Solucion Salina Fisiologica. (SSF) 

Para preparar | litro de agua bidestilada se agregd 9.0 g de cloruro de sodio y se 

mezclé hasta que esté completamente disuelto. Se vacié a botellas de 500 ml. y se 

esterilizo.



4.2.4.- Obtencion del cultivo celular. 

Se sacrificaron 4 aves de 18 a 20 semanas de edad de lta estirpe Avian farm por 

dislocacién cervical, se sumergieron en agua para mojar las plumas; De manera estéril se 

incidié cavidad abdominal con tijeras se separé el ciego por diseccién del mesenterio y del 

tejido conectivo haciendo después un corte transversal separando los sacos ciegos y 

finalmente extrayéndose; de] mismo modo se extrajo el duodeno . Se colocaron en las 

cajas petri estériles con SSF, asi se transportaron al laboratorio de investigacién, ya en la 

campana se abrieron las cajas y se les fué diseccionando las particulas de serosa y tejido 

conectivo restantes. Se hizo una incision longitudinal extendiendo de este modo los tejidos 

y exponiendo su mucosa; se hicieron tres lavados a cada Grgano con SSF quitando todo ef 

contenido intestinal. Al ser lavado la porcién de ciego este giro inversamente a su posicién 

original . 

Las porciones de ciego y duodeno se colocaron en tubos de centrifuga de 50 ml. por 

separado, que contenian 20 ml. del medio de aislamiento. Los tubos se sellaron con 

parafilm y se colocaron en el Shaker por 30 minutos a 37°C a 200 rev. por minuto. 

Se filtré la solucién con mallas de organza a tubos de centrifuga de 15 mi. Estos se 

metieron a la centrifuga a 4°c a 900 rev.. (100xg) por 5 minutos. El precipitado que se 

observo en las células de ciego fue mucho menor que las de duodeno. 

Se cambié e! sobrenadante usando pipetas de 10 ml. primero se extrajo todo el 

sobrenadante (sin el botén). Después se le agrego Sml. det medio de aislamiento se agitd 

con la pipeta. Una vez homogeneizada la suspension, se agregaron los 10 ml mas del 

medio, una vez hecho esto se volvié a centrifugar repitiéndose el lavado una vez mas con el 

medio de aislamiento y otra con el medio de incubaci6n.



  

4.2.5.- Obtencidn de la concentraci6n celular y establecimiento de tiempo de vida. 

Se resuspendié para hacer el conteo de la viabilidad. Se extrajo a tubos de 

polipropileno de 1.5ml. 0.1m]. del medio con células (duodeno y ciego) 0.2 m!. de Trypan 

azul y 0.7 ml. de medio de incubacién sin células, se agit hacia arriba y hacia abajo para 

mezclar. Se Ilend el hemocitémetro a su capacidad y se realizé el conteo celular 

determinandose también la viabilidad, se observé en el microscopio con un aumento de 

400x. Después de determinar {a concentracion celular y su viabilidad se realizaron 

diluciones para determinar la concentracién adecuada para la infeccion. 

Una vez contadas las células y lograda la concentracién celular deseada las cajas de 

cultivo se colocan en la estufa de cultivo celular a una temperatura de 37°C con un 

porcentaje de CO, de 4.0% . 

Se mantuvo el cultivo celular en 1a estufa y se manejaron 6 grupos celulares en bos 

cuales 3 grupos fueron de ciego de los cuales a un grupo se les cambid el medio de 

incubacién cada tercer dia, al segundo grupo se les cambid el medio de incubacién 

diariamente y al tercer grupo no se la cambié el medio. 

Se manejaron 3 grupos de duodeno, en los cuales se manejé el mismo criterio de 

agrupacién para determinar en cada uno de ellos el tiempo de vida y encontrar diferencia 

entre el cultivo celular de duodeno y de ciego. 

4,2.6.- Verificacién del proceso. 

Para la verificacién del proceso y de la obtencién de las células epiteliales. se realizd 

un estudio histolégico de los tejidos de ciego y de duodeno fijando fracciones de duodeno y 

de ciego, antes del proceso, es decir, al momento de extraerlos del ave y después de el 

proceso de disociacién celular en el Shaker, en formol bufferado aj 10% durante 24 horas y 

después, siguiendo el proceso de parafinado y de tincién de HE normal ser observados al 

microscopio optico.



  

4.3.- PREPARACION DE ESPOROZOITOS.. 

4.3.1.- Desinfeccion de oocistos. 

Los oocistos de E. tenella de la cepa QRO (MOR-80) fueron lavados repetidamente 

con agua destilada para quitar e] dicromato de potasio, que se utilizé para que esporularan, 

antes de desinfectarlos. Se cloraron para su desinfeccién con hipoctorito de sodio al 4% por 

30 minutos a 4°C. y se mantuvieron en HBSS estéril con un pH de 7.4 a 4°C hasta usarse 

para e] experimento. 

4.3.2.- Preparacion de los esporozoitos, 

Para la preparacién de los esporozoitos se utilizaron oocistos a una concentracién 

aproximadamente de 2 x 10° suspendidos en un volumen de 3 a Sml. de HBSS en un tubo 

de centrifuga que contenia 5 ml de perlas de vidrio y se centrifugaron de 30 a 60 segundos 

hasta que se hayan roto el 80% de fos oocistos observando esto por microscopia. Las perlas 

de vidrio son lavadas con 50 ml. de HBSS y los esporocistos fueron concentrados por 

centrifugacion por 10 minutos a 1875 xg. El sobrenadante se extrae y los esporocistos 

concentrados se resuspendieron en 50 ml. de solucién con: 50 ml. de HBSS con 0.375g. de 

acido taurodeocicélico y 0.125 g de tripsina. Esta suspensién de esporocistos se incubé a 

40.5°C por aproximadamente 40 minutos. Los esporozoitos fueron separados de los 

detritos cetulares y de los oocistos intactos por filtracién por filtros con poros de 11m.



  

4.4.-INFECCION DE LAS CELULAS CON LOS ESPOROZOITOS 

Una vez establecida la concentracién celular con la que se realizaria la infeccién, se 

hizo un ultimo cultivo celular en ef cual se manejaron 3 grupos: 

1.- Et grupo de la infeccion en el cual se utilizé una relacién de 1 esporozoito por 50 células 

cecales, utilizando asi 4000 esporozoitos por Iml. y 200, 000 células por } ml. esta mezcla 

se centrifugd por 5 minutos a 100 xg. Después de la centrifugacién se resuspendié la 

mezcla y usando puntas de pipeta de 1000p se sembraron 200 pl en el plato de cultivo 

celular Microtest III 96-well. 

2.- El grupo control de células sin infeccién para observar su comportamiento sin infeccién. 

3.- El grupo contro! de esporozoitos sin células para observar los cambios de estos durante 

los dias de la infeccién. 

Después se colocaron las placas de cultivo en la estufa de cultivo celular a 37°C con 4.0% 

de CO2. 

Se evalud la infeccidn in vive en la placa de cultivo celular durante las 2, 12, 24, 48 

y 72 horas consecutivas a la infeccién, asi como a los 4, 5, 6 y 7 dias, reemplazindoles el 

medio cada tercer dia.



MATERIAL 

A.. QUIMICOS Y MEDIOS DE CULTIVO: 

- RPMI 1640 Talco con glutamina - Bicarbonato de sodio 

~ Fraccién V de albumina de suero bovino (BSA) - Penicilina/Estreptomicina 

- Suero Fetal Bovino - Cloruro de sodio 

- HEPES (N-2 hidroxietilpiperacina-N-2-etanosulfonico) 

- Tetracetato disodio etilendiamina (EDTA) - Dicromato de potasio 

- Hipoctorito de sodio 

- Solucién de Hank’s salina balanceada (HBSS) 

- Tripsina - Acido taurodiocicélico 

B.- UTENSILIOS DE VIDRIO Y PLASTICO: 

-Tubos cénicos de centrifuga 50 mj. y 15 ml. -Puntas de pipeta de 200pl. 

-Piato para cultivo Microtest Hl 96 well. -Pipetas desechables de 20 ml. 

-Jeringas desechables de 20 ml. -Bafio Maria 

-Shaker orbital -Centrifuga 

-Pipetman de 2001 y 1000p. -Hemocitémetro 

-Pinzas de diseccion. -Tijeras de diseccién rectas 

-Tijeras de diseccién curvas. -Platina magnética. 

-Perlas de vidrio 

C.- ANIMALES 

-Aves de 18 a 20 semanas de edad, de estirpe Avian farm. 
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V.- RESULTADOS 

5.1.- CULTIVO CELULAR. 

5.1.1.- Obtencion del cultivo celular. 

Se desarrollaron cultivos primarios de células enterociticas de pollo duodenales y 

cecales viables, en éstos se encontré diferencia en la cantidad celular obtenida entre uno y 

otro, siendo mayor la concentracién celular obtenida a partir del cultivo celular de 

enterocitos duodenales. 

Durante el desarrollo de 1a elaboracién del cultivo celular se observo diferencia en el 

pH del medio de aislamiento de las células cecales, ya que este es mas acido que el de ta 

células duodenales después de el proceso de disociacién celular en el Shaker a 200 rpm. 

Se observé que en los cultivos celulares en donde no se cambio el medio de 

incubacién su tiempo de vida era mucho menor que en aquellos en los que se llevé a cabo 

cada tercer dia o diariamente; sin embargo la concentracion celular en los cultivos en los 

que se cambié el medio diariamente fue mucho menor, y fue disminuyendo debido a la 

pérdida de células durante este. 

5.1.2.- Obtencion de la concentracién celular y establecimiento del tiempo de vida. 

Los cultivos celular sin infeccién alguna duran de 3 a 4 semanas, cuando se les 

cambia e! medio de incubacién diariamente o cada tercer dia. 

Al realizar e} conteo celular si se obtenia una concentracion mayor de la deseada se 

diluian con medio de incubacién. 

Se ajust6 la concentracion celular para que fuera mas visible la observacion de la 

infeccién. Se probé la concentracién obtenida de duodeno sin hacer dilucién que fue de 

1,100,000 células por mililitro y no se observé claramente las células debido a que habia 

sobrepoblacién y por lo tanto se formaban estratos celulares con células sobrepuestas. 

Después se realizé una dilucién de la concentracién obtenida a una concentracién de 

19



  

800,000 células por mililitro (fig.!); al obtener esta concentracién se togré determinar que 

solo diferian en tamaiio, las células de duodenales de tas cecales; sin embargo aun a esta 

concentracién las células se veian muy juntas obteniéndose confluencia en los pozos del 

plato de cultivo, pero no permitian la clara observacién de la infeccién por los esporozoitos. 

Se realizé una ultima dilucién a 200,000 células por mililitro con lo cual a pesar de que no 

se logré confluencia era una concentracién adecuada para la apreciacion de la infeccidn. 

(fig.2). 

5.2.- INFECCION CELULAR CON ESPOROZOITOS 

El control de células enterociticas no presentaron ningun cambio, manteniéndose 

estables en niimero y forma hasta el final de Ja infeccion experimental. (fig.3) 

EI control de esporozoitos se mantuvo en movimiento constante de éstos hasta 

aproximadamente el quinto dia en el cual éstos atin se movian pero su tamajio habia 

disminuido considerablemente. (fig.4) 

Se observe el cultivo a fas 2 horas después de sembrarse en el plato de cultivo, sin 

embargo no es muy evidente la infeccién debido a que todavia no se encontraba del todo el 

material en el fondo del pozo.(fig.5) 

La infeccion celular se comenzé a observar aproximadamente a las 12 horas cuando 

las células se fijan en el fondo de los pozos de la placa de cultivo de incubacién y se logra 

observar ef movimiento de los esporozoitos y el aumento de tamafio de algunas 

células.(fig.6) 

A las 24 horas se observan algunas células con citomegalia; y de color mas obscuro 

asi como esporozoitos con bastante movimiento. (fig.7) 

A las 48 horas en el cultivo celular hubo un mayor numero de células con 

estructuras internas que aparentemente son esquizontes; se realizs cambio de medio de 

incubacion, y se dejé se volvieran a fijar las células al fondo del pozo. (fig. 8) 
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A las 72 horas se incrementé $a cantidad de células con citomegalia y se observaron 

algunas otras con fas estructuras antes mencionadas que podrian corresponder a ja primera 

fase de la infeccién observandose la formacién de esquizontes; sin embargo no se logran 

distinguir claramente . 

Al quinto dia se lograron apreciar estructuras en el interior de algunas células con 

formacién de otras estructuras que corresponden aparentemente a la formacién de 

oocistos, y se siguen presentando algunas células con la formacién de esquizontes. 

No se logr6 identificar la fase de !os esquizontes que se observaron debido a que las 

caracteristicas de éstos son muy similares y la capacidad de aumento del microscopio fué 

muy limitado. 

5.3.- VERIFICACION DEL PROCESO. 

En el estudio histologico en el que se tomaron muestras de duodeno y de ciego, al 

momento de extraerlos del ave, se observé al microscopio a un aumento de 40x el 

epitelio tato de duodeno y ciego con sus vellosidades integras con las células epiteliales 

bien definidas. (fig. 9,11) 

Asi mismo de las muestras que se tomaron de éstos tejidos después del proceso de 

disociacién celular en el Shaker se observaron al microscopio dptico a un aumento de 40x 

y se verificé ta périda del epitelio, por lo tanto se considera que en el desarrollo del cultivo 

celular se obtienen células epiteliales de éstos tejidos. ( fig. 10, 12)



  

  

  

  

Fig. 1.- Microfotografia de células cecales a las 24 horas en cultivo celular a una 
concentracién de 800,000 células por mililitro a un aumento de 125x. 

  

Fig, 2.- Microfotografia del control de células de ciego a las 24 horas en cultivo celular a 

una concentracién de 200,000 células por mililitro a un aumento de 125x. 

Claves utilizadas: A- Células normales
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una concentracién de 200, 000 células por mililitro a un aumento de 125x. 
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Fig.4.- Microfotografia del control de esporozoitos a las 24 horas a un aumento de 125x. 

tlaves utilizadas: A- Células normales E- Esporozoitos
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Fig. 6.- Microfotografia de células cecales a las 12 horas postinfeccién con células con 
citomegalia en cultivo celular a 125 x. 

  
  

    

Claves utilizadas: 
A- Células normales B- Células con citomegalia E- Esporozoitos



  
  

    

  

  

Fig. 7.-Microfotografia de células de ciego a las 24 horas postinfeccién con citomegalia en 

cultivo celular a un aumento de 125x. 

Claves utitizadas: 
A- Células normales B- Células con citomegalia E- Esporozoitos 

ha ae



    

  

Fig. 8.-Acercamiento de una microfotografia a un aumento de 125x de células cecales 
infectadas a las 48 horas postinfeccién con citomegalia y estructuras internas. 

Claves utilizadas: 
A- Células normales B- Células con citomegalia E- Esporozoitos 
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Fig. 9.-Microfotografia de un fragmento de ciego antes del proceso para cultivo celular; 
fijado en formol utilizando la tincién de Hematoxilina y Eosina a un aumento de 40x. 

  
“ig. 10.- Microfotografia de un fragmento de ciego después del proceso para cultivo celular, 

fijado en formol utilizando Ja tincién de Hematoxilina y Eosina a un aumento de 40x.



  

  

Fig. 11.-Microfotografia de un fragmento de duodeno antes del proceso para cultivo celular; 
fijado en formol utilizando {a tincién de Hematoxilina y Eosina a un aumento de 40x. 

  
Fig. 12.-Microfotografia de un fragmento de duodeno después del proceso para cultivo 

celular; fijado en formol utilizando ta tincién de Hematoxilina y Eosina a un aumento de 
40x.



  

VI.- DISCUSION 

La presente técnica de cultivo celular es una modificacién de la técnica descrita por 

Caldwell, D.J. y col. (1993), para el aislamiento y cultivo primario de cétulas epiteliales 

intestinales de pollo, obteniéndolas del duodeno. En el presente trabajo se realizan cambios 

basandose en las dificultades encontradas en los ensayos del aislamiento, modificando e! 

tiempo de agitacién en el Shaker para obtener mayor cantidad de células cecales, asi mismo 

se modificé el tamario de las fracciones de intestino que se procesan, también se modificé la 

concentracién celular que sugiere Caldwell y col. de 1.0X10 5 para poder observar con 

claridad la infeccién celular determinando asi en este trabajo una concentracién final celuar 

de 200,000 células por mililitro. Se ajusté la técnica al material que se posee en el 

laboratorio, por ejemplo utilizando mayas de organza estériles en lugar de maya de nylon 

nitex de 60 um de didmetro con excelentes resultados. Asi mismo se sustituy6 el agitador 

orbital con bafio de agua por el Shaker sencillo que se encuentra en el laboratorio. 

Se encontraron diferencias entre la técnica para ef aislamiento de células duodenales 

y cecales; en el caso de las células epiteliales del ciego se obtenia una menor cantidad de 

enterocitos cecales que duodenales debido a el tamafio o superficie del ciego es menor que 

la de el duodeno, ademas de que la superficie epitelial en el duodeno presenta vellosidades 

mas largas lo cual hace que exista una mayor superficie epitelial con mas células 

epiteliales, por lo tanto la superficie cecal debe ser mas grande para obtener una 

concentracién celular similar a la de ducdeno. 
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Akbar y Donald en 1996 también logran hacer un cultivo primario de células 

epiteliales intestinales de pavo, sin embargo esta técnica es mas complicada y laboriosa ya 

que utiliza una monocapa de fibroblastos intestinales alimentadora y otra linea alimentadora 

de fibroblastos de ratén 3T3 para finalmente realizar el aislamiento de células epiteliales 

intestinales de pavos; en cambio esta técnica es mucho més répida y sencilla sin necesidad 

de monocapas alimentadoras de estas células requiriendo solamente para mantenerse vivas 

en el medio de cultivo que se prepard. 

Otra modificacién que se realizé en la presente técnica consistié en la disminucién 

de pH en el medio de aislamiento como !o aconseja Caldwell, D.J. (1993) disminuyéndolo a 

un pH de 6.5 con una solucién de dcido clorhidrico a una concentracién de 1 M para las 

células duodenales y las cecales para lograr la morfotogia columnar de las células 

epiteliales. Akbar y Reynolds (1996) no obtienen células columnares, encontrando mayor 

variabilidad en la morfologia. En este trabajo se obtuvo un alto indice de dimorfismo, sin 

embargo si se logré aislar células con 1a morfologia columnar, pero estas iban perdiendo su 

morfologia original al paso de las horas. 

En este estudio no se observaron fases mitéticas en las células y por lo tanto no se 

realiz6 la produccién de una linea celular, sino un cultivo celular primario el cual tiene las 

caracteristicas requeridas para que se Ileve a cabo la infeccién con los esporozoitos y se 

puedan desarrollar las fases de dicha infeccién. Aunque Wigley C.B. (1995) menciona que 

a pesar de que tas células epiteliales se reproducen rapidamente in vivo, esto no se lleva a 

cabo en los cultivos celulares a menos que se les adicione en el medio el Factor de 

Crecimiento Epitelial (FCE). 

Zhang y col. en 1996, logran aumentar la produccién de ooquistes en un cultivo 

primario de células de rifién de pollo obteniendo buenos resultados con una suplementacion 

a su medio con un 10% de Suero Fetal Bovino en lugar de suero de pollo, en el presente 

estudio se utilizé dicha cantidad de Suero Fetal Bovino para el medio de incubacién, por lo 

tanto no se consideré agregar una cantidad mayor de este para la infeccién. 
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Asi mismo Zhang (1996) y Caldwell y col. (1993) realizaron cambios de medio 

diario al cultivo celular mientras que en el estudio realizado se tomé !a decisién de hacer 

cambio de medio cada tercer dia ya que la concentracién celular en cada cambio de medio 

disminuia considerablemente. 

Zhang (1996) menciona que al disminuir el pH a 7.0 tuvo mejores resultados en la 

produccién de ooquistes que a un pH de 8.0 no asi al disminuir el pH a 6.0. No se debe 

olvidar que Vicente (1994) menciona que en el ciego se mantiene un pH luminal acido de 

6.519 el cual no solamente ejerce un efecto negativo sobre el metabolismo bacteriano, sino- 

que también modifica los receptores celulares epiteliales, debido a un incremento en la 

divisién celular a través de la activacién de ta sintesis de DNA impidiendo de esta manera 

la adhesion e invasion de agentes patoldégicos. Se utilizé en este trabajo un pH de 7.4 en el 

medio de incubacién, por lo tanto se debe tener cuidado al manejar el pH, se consideré 

adecuado realizar con e] modelo realizado en este estudio modificaciones al pH en el medio 

de incubacién, para poder observar ventajas y desventajas. Se considera al pH acido natural 

del ciego como causa de la disminucién del pH del medio de aistamiento que se mostraba 

en los tubos de centrifuga después de! proceso de disociacién celular en el Shaker a 200 rev. 

por minuto a diferencia del pH que presentaba el tubo de centrifuga que contenia el 

duodeno. 

Zhang y co}. en 1997 realiza una adaptacion de Eimeria tenella para su crecimiento 

en células primarias de rifion de pollo, después de hacer pases repetidos entre cultivo 

celular y potlo, mediante la seleccién por sus caracteristicas parasitarias; logré producir 14 

generaciones de Eimeria tenella después de pasajes repetidos en células de rifién y pollos. 

Obtuvo de las generaciones de la | a la 14 una mayor tendencia para causar infecciones 

multiples dentro de la misma célula huésped no siendo asi en la generacién 0 (en la primer 

infeccién en cultivo celular). Llegé a observar dos, tres y ocasionalmente cuatro ooquistes 

dentro de una célula renal. Esto podria indicar que Eimeria tenella se va adaptando al 

cultivo celular con mayor facilidad después de la primera infeccion en cultivo celular, por 
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lo tanto podria intentarse realizar esta adaptacién a través de pases de cultivo celular y la 

infeccién en pollo para obtener del mismo modo infecciones miltiples. 

Los cultivos renales infectados por Eimeria tenella realizados por Doran (1971) y 

Zhang y col. (1996) son obtenidos de pollos de 2 a 4 semanas de edad mientras en el cultivo 

realizado por Caldwell y col. (1993) y en el presente estudio es obtenido de pollos de 

edades de mas de 18 semanas de edad debido al tamajio del tejido que se necesitaba. 

Kogut, M.H. y Slajcher, T en 1992 logran demostrar la proteccién conferida por los 

linfocitos T contra Eimeria tenella a través de la produccién de linfocinas, utilizando la 

infeccién por este pardsito en células renales, obteniendo resultados positivos con un efecto 

significativo en la disminucién de las cétulas infectadas tratadas con las linfocinas. Este 

estudio podria realizarse en este modelo de cultivo celular de enterocitos de pollo, ya sea en 

ciego o duodeno, ya que no se encontraron diferencias en los resultados obtenidos por fa 

infeccién en células de duodeno ni de ciego, lo que nos demuestra que al ser infectado el 

modelo presentado en esta investigacién por los esporozoitos también puede presentar una 

susceptibilidad a reaccionar como in vivo a las linfocinas, produciendo una respuesta 

inmunoprotectora a dicho parasito. 

Del mismo modo se pueden realizar pruebas inmunoldgicas como las realizadas por Garcia 

(1995) y Alfaro en (1997) probando inmunoprofilaxis mediante el uso de linfocinas.



  

VII.- CONCLUSION 

En la presente investigacion se logré el desarrollo del cultivo primario de enterocitos 

cecales y duodenales de poilo. Concluyendo que la concentracién Optima de células en 

dicho cultivo debe de ser de 200,000 células por milititro para observar con claridad la 

infeccién con los esporozoitos. 

Se encontro diferencia entre el tamafio de las células de duodeno y ciego, siendo 

visualmente mas grandes las células duodenales. 

No se encontraron diferencias en el desarrollo de la infecccién en el cultivo celular 

de enterocitos de pollo cecales y duodenales, lograndose la infeccién en ambos tipos de 

células; en las que se observé citomegalia. 

Se concluye que este método de cultivo celular es efectivo, simple y facil de 

desarrollar en cualquier laboratorio. 

El tiempo éptimo de infeccidén es de 24 a 48 horas tiempo suficiente para que se 

infecten las células, ya que es necesario cambiar e! medio de incubacion a las células a las 

48 horas y en dicho cambio de medio se retiran los esporozoitos libres. El tiempo éptimo 

para observar todas las fases del pardsito es de siete dias, tiempo en el cual se sabe se 

forman los coquistes. 

Aunado a éstos resultados se logré demostrar que el cultivo celular de enterocitos de 

pollo, sirve como modelo in vitro para intracelulares por Eimeria tenella . 

Como corolario final, se demostré la veracidad de la hipdtesis inicial de esta 

investigacién. 
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