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ARTICULO ORIGINAL

Caracteristicas de nuevos cultivos celulares derivados de
tejidos embrionarios de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)

Ariosto Ardila, Jesus Escovar, Felio Bello

Laboratorio de Investigaciones en Entomologia, Biologia Celular y Genética, Departamento de Ciencias
Basicas, Universidad de La Salle, Bogota, D. C., Colombia

Introduccidén. Los cultivos celulares de insectos son una metodologia util en estudios
biomédicos y tecnolégicos.

Objetivo. El propésito principal del presente trabajo fue obtener y caracterizar cultivos celulares
derivados de tejidos embrionarios de Aedes aegypti.

Materiales y métodos. Se emplearon huevos embrionados para los explantes de tejidos en
los medios de cultivos MM/VP12 y L-15/Grace, con suplemento de 20% de suero fetal bovino
y una mezcla al 1% de antibiético y antimicético, con un rango de pH entre 6,8 y 7,0. Los
cultivos se incubaron a una temperatura de 28°C sin atmosfera de CO,,.

Resultados. El crecimiento celular se obtuvo en el medio L-15/Grace, 3 semanas después de
haber sido sembrados los tejidos embrionarios; sin embargo, se necesitaron 6 meses para
la formacion de la monocapa confluente. Desde agosto de 2003 hasta junio de 2004, se
habian realizado 28 subcultivos. Las células se caracterizaron morfolégicamente;
predominaron las formas epitelioides en subcultivos de pases altos. También se reconocieron
las particularidades morfométricas del cariotipo y, ademas, se determinaron los perfiles
isoenzimaticos y moleculares de los cultivos celulares, los cuales se compararon con muestras
de adultos de la especie tomadas de la misma colonia y con lineas celulares derivadas de
otros insectos.

Discusion. Estas células representan, potencialmente, un importante sistema in vitro en
investigaciones basicas y aplicadas.

Palabras clave: Aedes aegypti, cultivos celulares, vesiculas, cariotipos, isoenzimas, RAPD-
PCR.

Characteristics of new cell cultures derived from embryonic tissues of Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae)

Introduction. Cell cultures from insects are a useful methodology in technological and biomedical
studies.

Objective. The present work was aimed at obtaining and characterizing cell cultures derived
from Aedes aegypti embryonic tissues.

Materials and methods. Embryonated eggs were used for embryonic tissue explants in L-15/
Grace and MM/VP12 culture media, supplemented with 20% fetal bovine serum and a mixture
of 1% antimycotic and antibiotics, at a pH ranging from 6.8 to 7.0. The incubation temperature
was 28°C; a CO, atmosphere was not required.

Results. Cell growth was obtained in L-15/Grace medium three weeks after embryonic tissues
explants. Six months were required for achieving a confluent monolayer. Twenty-eight serial cell
subcultures were carried out from August 2003 to June 2004. Cell morphology was characterized
as epithelial in the later subcultures. Karyotype morphometry as well as molecular and isozymatic
profiles were established. The cultures were compared with adult samples from the species
taken from the same colony and with cell lines derived from other insects.

Keywords: Aedes aegypti, cell cultures, vesicles, karyotypes, isozymes, RAPD-PCR.
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Aedes aegypties un mosquito domeéstico, principal
vector de la fiebre amarilla urbana, del dengue
clasico y hemorragico, de otros arbovirus y de la
filariasis linfatica humana (1).

En Colombia, los primeros brotes de dengue -
asociados con los serotipos 2 y 3- se presentaron
en la década de los setenta y, desde 1984 hasta
nuestros dias, han estado circulando en el pais
los cuatro serotipos, originando periddicamente
brotes de la enfermedad, todos los cuales han
sido transmitidos por Ae. aegypti (2,3) (datos de
la vigilancia en salud publica del dengue,
Laboratorio de Virologia, Centro Control de
Enfermedades, Instituto Nacional de Salud).

Aunque los brotes de fiebre amarilla que se han
presentado en Colombia son principalmente
selvaticos, y el mayor numero de casos
-superiores a 100- se registraron en el 2003 y el
2004 (4,5), existe el riesgo latente de la
urbanizacion de la enfermedad debido a la
presencia de Ae. aegyptien la cercania de algunas
areas enzooticas (4).

Este mosquito esta distribuido alrededor del mundo
en las areas tropicales y subtropicales, entre los
35° de latitud norte y los 35° de latitud sur (3). En
Colombia, la distribucién es amplia y se extiende
desde la Costa Atlantica hasta la frontera con
Ecuador y desde la Costa Pacifica hasta los Llanos
Orientales. Se le encuentra desde el nivel del mar
hasta los 2.200 m de altura y en centros urbanos
asi como en casas rurales y aisladas (6-8).

La primera linea celular de mosquitos fue
establecida por Grace en 1966 (9), a partir de larvas
préoximas a la pupacion de Ae. aegypti;
posteriormente, se establecieron otras lineas
celulares de esta misma especie obtenidas, en
orden cronolégico, por Singh en 1967 (10), Peleg
en 1968 (11,12) y Varma y Pudney en 1969 (13).
Se han reportado, aproximadamente, 50 lineas
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celulares de la familia Culicidae, que corresponden
a 22 especies diferentes y, de éstas, 3 han sido
establecidas a partir de tejidos embrionarios de
mosquitos colonizados en Colombia: Aedes
taeniorhynchus, Anopheles albimanus y
Psorophora confinnis (14-17).

Los cultivos celulares de insectos se utilizan,
comunmente, como sustratos para el aislamiento
e identificacién de arbovirus (18); sin embargo,
existe en la actualidad una amplia gama de
aplicaciones de esta técnica en investigaciones
biomédicas y tecnoldgicas (19), entre las cuales
sobresalen: la expresion de genes exdgenos a
partir de moléculas de ADN recombinante para el
analisis de procesos genéticos de regulacion, los
cuales son dificiles de medir en el organismo
entero (20); los estudios de cocultivos con
parasitos (21); los estudios de entomopatdgenos,
reguladores del crecimiento o de compuestos
bioquimicos usados contra insectos (22); la
detecciéon y dosis de entomopatdégenos o sus
toxinas de muestras ambientales (23); la
respuesta hormonal in vitro (24); la fisiologia celular
(25), y el aislamiento y la caracterizacion de
bioinsecticidas (26).

En el presente trabajo se describen las
caracteristicas de crecimiento, morfolégicas,
citogenéticas, de perfiles isoenziméaticos y
moleculares de nuevos cultivos celulares,
obtenidos de tejidos embrionarios del mosquito
Ae. aegypti.

Materiales y métodos

Material entomolégico. Los huevos embrionados
del mosquito Ae. aegypti se tomaron de una colonia
establecida en el Laboratorio de Entomologia de
la Universidad de La Salle, la cual se inicié con
adultos recolectados en Riohacha (La Guajira,
Colombia), en julio de 2002, y se ha mantenido
durante 2 afios, aproximadamente, a una
temperatura promedio de 27°C con una humedad
relativa del 80% y 12 horas de fotoperiodicidad, y
con un total de 25 generaciones sucesivas.

Cultivos celulares primarios. Para cada uno de
los explantes se utilizaron de 650 a 700 huevos
de 3 a4 dias de incubacion, en estado avanzado
de embriogénesis. Las posturas se realizaron en
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recipientes con agua limpia de donde se tomaron
directamente para el desarrollo del procedimiento
de esterilizacién. Los huevos se retiraron de la
superficie del agua por adherencia a un papel de
filtro y, luego, se desprendieron mediante el
arrastre con agua, cuya presion fue ejercida por
la propulsion del liquido contenido en un frasco
lavador y, simultdneamente, se recibieron en un
tubo de centrifuga de 50 ml. Previa centrifugacion
a 1000g durante 5 minutos, se retiré el aguay se
adiciono a los huevos una solucién de hipoclorito
de sodio al 1,6%, la cual se dejé actuando sobre
su superficie con agitacion continua durante 15
minutos; al final, se repitié la centrifugacion, se
descarto el sobrenadante y se vertié una solucion
de etanol al 70% sobre el precipitado, se
resuspendieron los huevos y se volvié a repetir el
procedimiento anterior. Finalmente, los huevos se
lavaron tres veces con agua destilada estéril (27).
Después de la esterilizacién, los huevos
embrionados se enjuagaron con el medio de
crecimiento seleccionado. Se llevo 1 mlde lamasa
de huevos a un homogenizador, donde se
rompieron mecanicamente. La solucion resultante
se sembro en un frasco plastico para cultivos de
tejidos de 25 cm? de superficie, que contenia 10
ml del medio de crecimiento; en algunas
ocasiones se utiliz6é MM/VP12 (28) y en otros
explantes, una mezcla de partes iguales del medio
L-15 (29) y del medio Grace (30), con suplemento
de suero fetal bovino (SFB) al 20% y una solucién
de antibiético y antimicético al 1%, el pH de los
medios se ajusté en el rango de 6,8 a 7,0. Los
frascos de cultivos se llevaron a incubacion a 28°C
sin atmésfera de CO,, y se observaron diariamente
mediante la ayuda de un microscopio invertido
Olympus CK-2.

Subcultivos. El primer subcultivo exitoso se
realizd en agosto de 2003 y, hasta la fecha (junio
de 2004), se han efectuado 28. La remocioén de
las monocapas confluentes se hizo
mecdanicamente con un policia de goma; no
obstante, también se ensay6 con tripsina al 1%.
Después de resuspendidas las células, se
procedi6 a la dispersion de éstas mediante pipeteo
vigoroso y, a continuacion, la solucién celular se
trasladé a un frasco que previamente contenia 5
ml de medio fresco. Los primeros 5 subcultivos
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se desarrollaron en una proporcion de 1:1, con un
promedio de duracion de 30 dias. A partir del
subcultivo 6 hasta el 12 se hicieron en una relacién
de 1:2 con intervalos de 15 dias. De aqui en
adelante, los subcultivos se realizaron
gradualmente hasta llegar a proporciones de 1:3
cada 10 dias.

Caracteristicas morfolégicas. En el proceso de
crecimiento de los cultivos primarios y subcultivos,
las formas celulares se determinaron mediante
observacion diaria, usando un microscopio
invertido Olympus con contraste de fase y sistema
microfotografico, en aumentos de 100 a 400; las
mejores imagenes se fotografiaron. Se procesaron
células en monocapa semiconfluente de un cultivo
primario avanzado mediante la técnica de
microscopia electrénica de transmision, segun el
procedimiento descrito por Cali et al. (31).

Preparacion de cromosomas. Se emplearon
muestras de cultivos primarios y subcultivos para
la obtencién de cromosomas metafasicos. Se
agrego a los cultivos una concentracion de 0,016%
de colchicina en un periodo de 3 horas; las células
se removieron y la solucion resultante se centrifugd
a 1.000g por 10 minutos. Se descarto el
sobrenadante y al precipitado se le adicioné
solucién de KCl al 0,56%, se agité con una pipeta
de Pasteury se dej6 actuando por 30 minutos; al
cabo de este tiempo, se volvié a centrifugar vy,
siguiendo el procedimiento anterior, se agregd
solucion de Carnoy (metanol y acido acético 3:1)
durante 15 minutos. Se hicieron 3 lavados
seguidos con la misma sustancia; finalmente, en
un volumen de 1 ml de Carnoy se goteo la
suspensién celular sobre laminas limpias y
desengrasadas. La coloracion se efectudé con
Giemsa al 2% (32,33). Se fotografiaron las mejores
metafases. Se seleccionaron 20 cariotipos y en
cada uno de ellos se efectuaron las siguientes
mediciones: brazo corto (p), brazo largo (q),
relacién de brazos (p/q) (q/p), longitud total (LT) y
longitud relativa (LR); este dato se obtuvo dividiendo
el valor de la longitud de cada cromosoma por la
longitud total del genoma; el indice centromérico
(IC) se encontré midiendo la relacion del brazo
corto de cada cromosoma sobre la longitud total
del mismo vy, finalmente, la longitud relativa
promedio de los cromosomas (LRPC) se registré
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al relacionar la longitud total de cada cromosoma
con la longitud del cromosoma mas pequefio del
genoma (34,35).

Perfiles isoenzimaticos. Se examinaron los
fenotipos de cuatro sistemas isoenzimaticos
diferentes: fosfoglucosa isomerasa (PGI-5.3.1.9),
fosfoglucomutasa (PGM-2.7.5.1), isocitrato
deshidrogenasa (ICDH-1.1.1.42) vy 6-
fosfogluconato deshidrogenasa (6-PGDH-
1.1.1.4.4). Las isoenzimas se separaron mediante
la técnica en acetato de celulosa, de acuerdo con
el procedimiento descrito por Brown y Knudson
(36). Las muestras celulares se corrieron
simultaneamente con extractos de adultos de la
misma especie, tomados de la cepa Riohacha, y
con dos lineas celulares, Lulo (37) y PC-0199-BR
(16).

RAPD-PCR. Para la extraccion del ADN genémico
se tomaron células en monocapas confluentes.
Después de la remocién mecanica de las células
se centrifug6 el contenido para retirar el medio de
cultivoy, luego, se procedi¢ a efectuar tres lavados
consecutivos del sedimento celular con PBS; con
el proposito de eliminar los residuos del medio de
cultivo sobre la superficie de las células, el
precipitado se ajustd a una concentracion de 2x108
células/ml. Se utiliz6, a continuacién, el método
modificado de Landry et al. (38), el cual consistié
en adicionar, manteniendo las muestras sobre
hielo, al precipitado celular 480 pl de una solucién
tampon de lisis (200 mM Tris-HCI pH 8,0, 70 mM
de EDTA, 2 mM de NaCl, 20 mM de metabisulfito
de sodio). El tubo Eppendorf con el contenido se
agitoé varias veces y, luego, se agregaron 120 pl
de solucién acuosa de sarcosil de sodio. Luego,
se llevd a incubacion en un bario de agua a 55°C
durante 2 horas y, posteriormente, se centrifugoé a
14.000g a temperatura ambiente durante 15
minutos. El sobrenadante se transfirid a otro tubo
Eppendorfy, a continuacién, se agregaron 270 pl
de acetato de amonio 10 M y 600 ul de
isopropanol. Previa agitacion del tubo, se llevo a
-80°C por 20 minutos. Entonces, la muestra se
descongel6 a temperatura ambiente y se
centrifugd. El sobrenadante se removid y se
enjuagd el sedimento con 1.000 pl de etanol al
70%; luego de retirar la solucion anterior, previa
centrifugacion, el tubo se colocé en posicion
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invertida sobre un papel de filtro hasta que se
secara completamente el precipitado. Este,
finalmente, fue disuelto en 50 pl de solucion
tamponada TE (10 mM Tris HCI, pH 8,0; 1 mM
Na, EDTA) y se almaceno a una temperatura de
4°C hasta su uso.

Para la extraccion del ADN de especimenes
adultos de Ae. aegypti, se utilizé el protocolo de
Coenetal. (39).

La técnica de la PCR se estandariz6 teniendo en
cuenta las sustancias variables en la mezcla de
reaccién que pudieron incidir mas directamente
en el proceso de amplificacion. La mezcla de
reaccion tuvo la siguiente composicién: 2,5 yl de
tampén A (10X), 1 pl mezcla de dNTP (10 mM),
1,25 pl de MgCl, (50 mM), 1 pl del iniciador (10
pM), 0,2 pl de Tag ADN polimerasa (1 U/pl), 5 pl
de ADN (10 ng/ul) y 14,05 pl de H,0 ultrapura,
para un volumen final, por muestra, de 25 pl. Los
cuatro iniciadores (A2=5-TGCCGAGCTG-3’;
A10=5-ACGGCGTATG-3’; A20=5-GTTGCGATCC-
3; y E07=5-AGATGCAGCC- 3), sintetizados por
Invitrogen™, se seleccionaron teniendo en cuenta
su nivel de polimorfismo en los estudios previos
sobre identificacion y diferenciacién de
subespecies de Ae. aegypti (40), y también en
analisis de variabilidad genética en poblaciones
de este insecto (41) y de otras especies de
mosquitos (42,43). La mezcla de reaccion se llevo
a cabo en un termociclador Eppendorf
Mastercycler; el programa utilizado en la corrida
fue: 1 preciclo a 95°C de 5 minutos, seguido de
45 ciclos, cada uno de ellos desarrollados durante
1 minuto a 94, 55y 72°C; la extension final fue a
72°C por 5 minutos.

Los productos amplificados a partir de muestras
de ADN de células de Ae. aegypti, adultos de la
misma especie y de las células Lulo se corrieron
en un sistema electroforético sobre agarosa al
1,5%, durante 90 minutos a 150 V; las bandas,
tefiidas con bromuro de etidio (0,5 pg/ml), se
visualizaron y fotografiaron bajo luz ultravioleta.
Para los analisis se tuvieron en cuenta tanto la
presencia de bandas como su ausencia.

Resultados

Cultivos celulares primarios. El crecimiento
celular se inici6 a las 3 semanas, después de
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que los tejidos embrionarios se sembraron en los
frascos de cultivo, en el medio L-15/Grace. No se
presentd crecimiento en el medio MM/VP12.
Aunque no hubo uniformidad en el crecimiento y
proliferacién celular de los cultivos primarios, en
aquéllos con mayor avance en el crecimiento se
observo la presencia de particulas, relativamente
de gran tamafio, en el citoplasma de las células,
que hicieron sospechar la presencia de
microsporidios de transmision transovarica,
motivo por el cual se le adicion6 albendazol al
medio de cultivo, a una concentracién de 5,2 ug/
ml, complementado con el cambio periédico del
medio, inicialmente cada 2 dias vy, luego,
semanalmente. Con la técnica de microscopia
electronica de transmision se descarto
contaminacion de las células y después de los 2
primeros subcultivos, las particulas no se
volvieron a observar.

Una caracteristica constante en todos los frascos
donde hubo crecimiento celular fue la presencia
de vesiculas con sus paredes cubiertas de células
de apariencia epitelioide, las cuales, al transcurrir
el tiempo, aumentaron en numero y tamafo,
principalmente en aquellos cultivos con gran
proliferacién celular, observandose adheridas a
fragmentos de tejidos, suspendidas en el medio
de cultivo o asociadas, formando grandes
acumulos flotantes de estas estructuras (figura 1).
Como una forma de incrementar la divisién y el
crecimiento celular, el medio de cultivo con las

Figura 1. Aglomeracién de vesiculas en un cultivo primario.
La superficie de proliferacion celular muestra diferentes
colonias en activo crecimiento; 400X.
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Figura 2. Monocapa semiconfluente de un cultivo celular de

Aedes aegypti, pase 22. La morfologia celular es epitelioide;
400X.

FAE1

Figura 3. Complemento cromosémico diploide de Aedes
aegypti, obtenido a partir de una célula en subcultivo 2;
Giemsa, 1000X.

vesiculas se llevo a otro frasco y, con la ayuda
de una pipeta, el contenido fue agitado
vigorosamente varias veces hasta lograr romper
y dispersar las vesiculas; luego, una parte de la
suspensién resultante se sembro en los cultivos
de origen y la otra se llevo a un nuevo frasco, al
cual previamente se le habian adicionado 5 ml de
medio fresco de crecimiento. La monocapa
confluente se formo 6 meses después de haberse
iniciado el proceso para la obtencién de cultivos
primarios.

Subcultivos. Los cinco primeros subcultivos
tuvieron, en relacién a su crecimiento y evolucién,
un comportamiento atipico, ya que mostraron un
desarrollo supremamente lento y con apariencia
de cultivo primario, lo que evidencié que las células
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tenian poca adaptacion, con un estancamiento
en la division después de efectuada la remocion
de la monocapa y el traslado correspondiente a
otro frasco de cultivo. Sin embargo, las células
mantuvieron la continuidad en los subcultivos
cuando se desprendieron mecanicamente con un
policia de gomayy, por el contrario, no fueron viables
cuando se removieron con solucién de tripsina al
1%. El promedio de duraciéon entre uno y otro
subcultivo fue de 30 dias, teniendo como medio
de crecimiento una mezcla de partes iguales de
medio Grace L-15. La divisién celular aumenté
gradualmente a partir del subcultivo 6 hasta el 12,
y el tiempo para alcanzar la confluencia de la
monocapa se redujo en 15 dias; no obstante, para
asegurar el éxito de los subcultivos, las divisiones
se desarrollaron en proporcion 1:2. Hasta junio de
2004, se habian efectuado 28 subcultivos y las
proporciones de la divisiobn se habian
incrementando paulatinamente; actualmente, se
estan desarrollando en una relacién de 1:3, con
un tiempo promedio de duracién de 10 dias para
alcanzar la monocapa confluente. La
concentracion de SFB se redujo a medida que
hubo incremento en la division celular, y en los
subcultivos de pases altos a los medios se les
adicioné 10% de esta sustancia.

Caracteristicas morfologicas. La morfologia
celular fue heterogénea en los cultivos primarios;
se registraron formas esféricas pequefias,
gigantes irregulares y alargadas discontinuas; sin
embargo, en los subcultivos de pases altos, las
formas predominantes fueron epitelioides (figura 2).

Cariotipo. La mayoria de las metafases
exhibieron un numero diploide de 6 cromosomas
(2N=6), y el par 1 fue de menor tamafio y
metacéntrico, el par 2 de mayor tamafio y
metacéntrico y el par 3 de tamafio intermedio y
ligeramente submetacéntrico (figura 3). El numero
fundamental fue de 12. Se observaron triploidias y
tetraploidias en el 16%; las aneuploidias se
registraron en el 19%, y las mas representativas
fueron las monosomias y las trisomias. En el
cuadro 1 se muestran las mediciones de los pares
cromosémicos.

Patrones isoenzimaticos. Los fenotipos
isoenzimaticos de los cultivos celulares de Ae.
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aegypti, correspondientes a PGI, 6-PGDH e ICDH
coincidieron con las muestras de adultos de la
misma especie y colonia; en los dos primeros se
registr6 1 banda para cada sistema, mientras que
para ICDH hubo 2 bandas. Con el sistema PGM,
los cultivos celulares mostraron dos bandas,
mientras que las muestras de adultos sélo
presentaron una, la cual coincidié con la migracion
de la banda inferior, la mas cercana al origen donde
se sembraron las muestras de los cultivos celulares.
Al comparar los fenotipos isoenzimaticos de las
anteriores muestras con la linea celular Lulo, se
determinaron claras diferencias (figura 4).

Caracterizacion molecular. De los cuatro
iniciadores evaluados, tres mostraron patrones de
banda idénticos entre los cultivos celulares de Ae.
aegypti y sus correspondientes muestras de
adultos; éstos fueron: A10, A20 y EQ7. Hubo
diferencias con el iniciador A2 (figura 5), con el
cual se obtuvieron seis fragmentos de ADN para
los cultivos celulares con tamarios de 855, 749,
579, 383, 342 y 277 pb, mientras que en las
muestras de adultos se registraron estos mismos
seis fragmentos y dos adicionales de 414 y 309
pb. Con el iniciador A10, el numero de fragmentos
amplificados fue de ocho y estuvieron en el rango
de 298 a 2.072 pb. Con el iniciador A20 se
obtuvieron nueve fragmentos y el tamafo de
amplificacién varié entre 309 y 1.737 pb.
Finalmente, el iniciador EO7 también amplifico
nueve fragmentos, los cuales estuvieron en el
rango de 297 a 1.737 pb. La linea celular Lulo
presentd, con cada uno de los cuatro iniciadores
usados, un patrén de bandas caracteristico,
diferente a los obtenidos con las muestras de
cultivos celulares y de adultos del mosquito Ae.
aegypti. Con el iniciador A2 se obtuvieron diez
fragmentos de ADN, los cuales estuvieron en el
rango de 269 a 1.131 pb; con el A10 hubo seis
fragmentos de amplificacién con valores entre 303
y 1.779 pb; con los iniciadores A20 y EQ07, se
obtuvieron nueve y siete fragmentos de ADN,
respectivamente, cuyos rangos estuvieron entre
408y 1.825 pb para el primer iniciador y entre 297
y 760 pb para EO7.

Para cada uno de los iniciadores utilizados, el
procedimiento de amplificacién de todas las
muestras y las correspondientes corridas de
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Figura 4. Representacién diagramatica y comparacién de
los perfiles isoenzimaticos, desarrollados con base en cuatro
sistemas diferentes, correspondientes a muestras de los
cultivos celulares y adultos de Aedes aegypti y, también, a
muestras de las lineas celulares Lulo y PC-0199-BR.

electroforesis en agarosa, se repitieron tres veces,
y se originaron los mismos resultados sefialados
anteriormente.

Discusién

Uno de los factores criticos importantes para el
éxito en la iniciacion de cultivos celulares de
mosquitos a partir de tejidos embrionarios es el
tiempo de incubacion de los huevos, el cual se
debe seleccionar en el momento en que el
desarrollo del embridn, por lo menos, alcance las
dos terceras partes (23), y es necesario definir
para cada especie de mosquito y, de acuerdo con
los parametros ambientales y nutricionales en que
se mantiene la colonia en el insectario, el rango
6ptimo, expresado en dias, para tomar los huevos
embrionados y proceder a efectuar el
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procedimiento de maceracién y siembra en el
medio de cultivo. Con los huevos de Ae. aegypti,
cepa Riohacha, La Guajira-Colombia, utilizados
en el presente trabajo para la obtencion de cultivos
primarios, el tiempo éptimo de incubacion fue de
3 a4 dias; sin embargo, en los dias anteriores o
posteriores a este rango, hubo dificultades para
lograr la adaptacion y el crecimiento celular.

Otros factores tenidos en cuenta en la obtencion
de cultivos celulares primarios, no menos
importantes que el anterior, para lograr crecimiento
celular a partir de los tejidos embrionarios, fueron
el numero de huevos utilizados en cada explante
y las condiciones fisico-quimicas adecuadas de
los medios de cultivos, donde éstos -después de
macerados- se sembraron. En los primeros dos
meses de experimentos, el numero de huevos
empleados fue de 450, aproximadamente, en cada
explante, debido a la poca eficiencia que registraba
la colonia en ese periodo; se observé dispersion
de los tejidos en la superficie del frasco en la
evolucion de los cultivos primarios y limitadas
posibilidades de las colonias celulares en su
crecimiento para alcanzar la confluencia de la
monocapa; sin embargo, al aumentar la densidad
de la poblacién del mosquito, en condiciones de
laboratorio, las posturas se incrementaron y fue
posible tomar 650 a 700 huevos, en promedio, para
cada explante de tejidos, lo cual esta en

Figura 5. Patrones de amplificacion, obtenidos mediante la
técnica RAPD-PCR. Se muestran los perfiles moleculares
obtenidos con el iniciador A2; las lineas del 2 al 7
corresponden a adultos de Aedes aegypti, 8 y 9 son de Lulo,
10 y 11 son de cultivos celulares de la especie y los carriles
1y 12 pertenecen al marcador molecular (pb).
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concordancia con las cantidades utilizadas en
trabajos previos (17,44).

Aunque el crecimiento celular se inici6 a las tres
semanas después de la siembra de los tejidos
embrionarios en el medio L-15/Grace, la primera
monocapa confluente en los cultivos primarios sélo
se obtuvo a los 6 meses. Si bien, esta
caracteristica de crecimiento lento de las células,
en la etapa de iniciacién de los cultivos, ha sido
comun al utilizar otras especies de mosquitos
(14,16,17,45,46), probablemente, también
contribuyd a la interferencia del crecimiento celular
la adicién de albendazol al medio de cultivo, usado
durante un tiempo prolongado. Esta droga fue
empleada porque previamente habia demostrado
actividad contra microsporidios, tanto en ensayos
in vitro de infecciones inducidas (47-49), como en
infecciones naturales de embriones utilizados en
explantes para obtener cultivos celulares (16). Sin
embargo, después de descartar contaminacion de
los cultivos con parasitos, el farmaco disuelto en
dimetilsulféxido (DMSO) fue suspendido. Se
asumio que estas particulas correspondieron a
subproductos metabdlicos, secretados por las
células en respuesta, probablemente, a
deficiencias nutritivas; varios meses después de
que las células se adaptaron y pudieron asimilar
todos los requerimientos aportados por el medio,
no se volvieron a formar.

La formacién de vesiculas y la posterior
disgregacion de éstas permitieron un suministro
de células en activo crecimiento, las cuales se
fijaron en la superficie del frasco y ocuparon
espacios considerables, contribuyendo a la
formacion de la monocapa. La forma de
proliferacién y crecimiento celular, a partir de
vesiculas, también ha sido registrada en otros
trabajos de cultivos celulares de mosquitos
(10,17,50).

Los cultivos celulares, en el presente trabajo,
tuvieron una lenta evolucion, los cuales, aunque
se han mantenido a través de 28 subcultivos y se
han congelado algunos de ellos, no permiten
sefialar con certeza que estamos en presencia
de una linea celular establecida. Es posible que
en los préximos subcultivos se acelere el
crecimiento o, por el contrario, como se ha
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registrado en otros cultivos celulares de mosquitos
(15), se presente una fase critica, en la cual haya
un gran porcentaje de muerte celulary, luego, las
gue sobrevivan, por seleccién y transformacion
genética a través de varias generaciones de
subcultivos, entren a la etapa de crecimiento
continuo para, finalmente, establecer la linea.

En los cultivos primarios, las formas de las células
fueron variadas, lo cual se explica por los diversos
tipos de tejidos disponibles a partir de los huevos
embrionados utilizados en los explantes,
quedando configurados de esta manera cultivos
mixtos. En forma similar, en trabajos previos, se
ha registrado la heterogénea morfologia celular en
la iniciacién de cultivos in vitro en esta misma
especie (8-10), al igual que en otros mosquitos
(14,17,22,23,45). Sin embargo, en los cultivos
celulares de insectos, después de muchos
subcultivos en serie existe la tendencia al
predominio de una determinada forma celular, la
cual se mantiene indefinidamente en la linea. En
el presente trabajo, las formas dominantes fueron
epitelioides y fueron diferentes a las establecidas
en las lineas celulares Mos. 20 y 29, derivadas de
tejidos larvarios de Ae. aegypti, en las cuales la
morfologia celular mayoritaria en ambas fue
fibroblastoide (13).

El cariotipo obtenido a partir de cultivos primarios
y subcultivos celulares de Ae. aegypti, presentd
en el 65% un numero diploide de 6 (2n=6), en los
cuales el par 1 fue el sexual, de menor tamafioy
metacéntrico, el par 2 de mayor tamafio y
metacéntrico, en tanto que el par 3 fue de tamafio
intermedio y ligeramente submetacéntrico, lo cual
esta de acuerdo con la nomenclatura del cariotipo
de la especie, establecida por Rai (51) y McDonald
y Rai (562). También se registraron poliploidias
(16%) y aneuploidias (19%). Las primeras fueron
identificadas como triploidias y tetraploidias, en
tanto que las aneuploidias correspondieron a
monosomias y trisomias. Los anteriores
porcentajes de anormalidades cromosémicas
fueron altos, si se tiene en cuenta que se obtuvieron
de cultivos primarios y de subcultivos en la serie
baja, en la cual no hubo evidencia de un acelerado
crecimiento celular; es probable que esta situacion
se haya presentado como consecuencia de la
adicion de DMSO a los cultivos, el cual se
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caracteriza como un agente alquilante y mutageno
(53).

Los resultados de los patrones electroforéticos con
base en cuatro sistemas mostraron coincidencias
entre los cultivos celulares y las formas adultas
de Ae. aegypti, pertenecientes a la colonia, en
los sistemas PGI, 6-PGDH e ICDH v,
contrariamente, fueron diferentes en PGM. Lo
anterior se explica porque en los tres primeros
sistemas los cultivos celulares continuaron siendo
representativos de la especie y no sufrieron
ninguna variacion genética con respecto a los
tejidos originarios, en tanto que para PGM, las
muestras de adultos presentaron cambios en este
marcador, y mostraron la forma homocigota,
probablemente, debido a las fuertes presiones
selectivas ocurridas durante el proceso de la
colonizacion, con pérdida y fijacién de alelos (54);
mientras los cultivos celulares retuvieron la
heterocigocidad inicial, que se supone tenian las
muestras de huevos embrionados, tomados 14
meses antes del uso de los adultos de la misma
cepa en la técnica de electroforesis. Por otra parte,
la comparacion entre los cultivos celulares y las
lineas celulares Luloy PC-0199, con base en los
cuatro sistemas isoenzimaticos, produjo
resultados diferentes y caracteristicos para cada
una de ellos, lo cual permitié descartar
contaminacién cruzada de los cultivos celulares
analizados.

La caracterizacion molecular, desarrollada con la
técnica RAPD-PCR, gener¢ perfiles de ADN
idéenticos entre los cultivos celulares y muestras
de adultos de Ae. aegypti en la amplificacion de
tres iniciadores (A10, A20 y EQ7) y so6lo en A2
hubo diferencias en el numero de fragmentos
obtenidos; sin embargo, coincidieron en el tamafio
de éstos donde fueron comunes. De acuerdo con
Léry et al. (55), los cultivos celulares de insectos
no estan sujetos a pérdida en la evolucion de los
cultivos primarios de material genético y reflejan
la diversidad alélica de las poblaciones naturales
de la cual se derivan; por esta razén, la técnica
empleada es util para distinguir lineas celulares
obtenidas de especies filogenéticamente
relacionadas y aun entre lineas celulares de la
misma especie. La comparacién de los perfiles
de RAPD entre los cultivos celulares del presente
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trabajo con la linea Lulo mostré diferencias en el
numero de fragmentos amplificados como también
en el tamafio de los mismos, lo que corrobora de
esta forma la diversidad genética existente entre
ellas.

Los cultivos celulares derivados de Ae. aegypti
descritos en el presente trabajo representan un
sistema in vitro importante, potencialmente util
en aplicaciones biomédicas, los cuales se
utilizaran, en una primera fase, en ensayos de
susceptibilidad a infecciones con arbovirus,
principalmente dengue y fiebre amarilla, también
en cocultivos con parasitos para el mantenimiento
o desarrollo del ciclo biolégico de patdégenos.
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