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Resumen

El propésito principal de la investigacion aqui presentada fue obtener cultivos celulares primarios
derivados de Lucilia sericata (Diptera: Calliphoridae). Esta mosca necréfaga es utilizada para deter-
minar el intervalo post-mortem y en terapia larval. A partir de huevos embrionados, se realizaron
explantes en diversos medios de cultivo (Grace, Schneider, MM/VP12, DMEM, Grace/L-15y L-15),
suplementados con 20% de suero fetal bovino. La esterilizacion del material bioldgico se efectud
mediante la aplicacion de soluciones de formaldehido e hipoclorito de sodio. El crecimiento celular
se inici6 en los medios L-15, MM/VP12, Grace/L-15 y Schneider, en un tiempo promedio de 10
dias después de efectuadas las siembras de tejidos embrionarios, mediante la proliferacion de grupos
de colonias dispersas en la superficies de los frascos de cultivo y a partir de las terminaciones de los
fragmentos larvales. La evolucion del crecimiento celular hasta la formacion de la monocapa semi-
confluente fue relativamente répida, se alcanzd a las tres semanas post-explantes. La morfologia de
las células en los cultivos fue heterogénea, se destacaron formas epitelioides, similares a nerviosas,
gigantes e irregulares. La comparacién de las caracteristicas de crecimiento de los cultivos celulares
de L. sericata con los obtenidos de otras especies de dipteros mostré mayor favorabilidad en la evolu-
ci6n, en razon a que las células se adaptaron mejor a las condiciones fisico-quimicas de varios medios
de cultivo. Este es el primer informe de cultivos celulares de una mosca de la familia Calliphoridae.
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Summary

The main purpose of this study was to obtain primary cell cultures derived from Lucilia sericata
(Diptera: Calliphoridae). Necrophagous this fly is used for determination of post-mortem interval
and larval therapy. Since explants embryonated eggs were performed in various culture media
(Grace Schneider, MM/VP12, DMEM, Grace/L-15 and L-15), supplemented with 20% fetal
serum. Sterilization of the biological material was carried out by immersing it in formaldehyde
and sodium hypochlorite solutions. The cell growth was initiated in the L-15, MM/VP12, and
Schneider Grace/L-15 in an average time of 10 days after completion of planting by the prolife-
ration of groups of colonies scattered on the surface of the boxes crops and also from the endings
of larval fragments. The evolution of cell growth to the formation of monolayer semi-confluent
was relatively fast, reaching at 3 weeks post-explant. Cellular morphology in cultured cells was
heterogeneous, especially epithelioid forms, similar to nerve, giant and irregular. Comparison of
the growth characteristics of these cell cultures with those obtained from other species of flies
was more favorable in the evolution of those obtained from L. sericata, on the grounds that the
cells are better adapted to the physical-chemical conditions of several culture media. This is the

first report of a cell culture-fly family Calliphoridae.

Key words: Lucilia sericata, cellular cultures, cellular morphometry.

Introduccion

Lucilia sericata (Meigen, 1826) es una mosca
sinatrépica, pues se encuentra frecuentemente
asociada con asentamientos humanos. Es conoci-
da también con el nombre cientifico de Phaenicia
sericata (1). Pertenece al orden Diptera y a la
familia Caliphoridae, de la cual existen alrede-
dor de 1000 especies en el mundo; 126 de ellas
se encuentran en el Neotrdpico y en Colombia.
Pertenecientes a dicha taxa se han descrito las
subfamilias Mesembrinellinae, Chrysomyinae,
Calliphorinae y Lucillinae (2). Los califéridos
estdn casi en cualquier parte y pueden ser vis-
tos tomando sol sobre el follaje y sobre rocas;
frecuentemente visitan basura, frutas en fer-
mentacion, flores, excrementos y carrona (3). La
biologia de los califéridos es muy variada, ya que
se encuentran como necréfagos, predadores, ter-
miteros y parasitoides de caracoles y lombrices
de tierra (4, 5). Las especies que producen miasis
en aves y mamiferos son de importancia a nivel
médico y veterinario (2).
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La mosca L. sericata es utilizada en ento-
mologia forense al relacionarla con el intervalo
postmortem (5, 6), y es aplicada en biocirugia
larval, razén por la cual es ampliamente utili-
zada en paises como Inglaterra, Israel, Estados
Unidos, Argentina y Venezuela, entre otros
(7-11) para curar heridas que no responden a
tratamientos convencionales cuando se utili-
zan antibioticos de alta generacion; ademas, es
preferido por constituirse en un tratamiento no
invasivo, natural, simple y seguro. En Colom-
bia, en los tltimos afios y en forma esporadica,
se ha dado inicio a esta metodologia.

La primera linea celular de insectos fue
establecida por Grace (12), en Australia en el
afo 1962, a partir de tejidos de pupas de la po-
lilla Antherea eucalypti, desde entonces, mas
de 500 lineas han sido establecidas a partir de
especies pertenecientes a los 6rdenes diptera,
lepidéptera, hemiptera, homéptera y ortépte-
ra (13-16). Los cultivos celulares de insectos
se consideran sistemas biotecnoldgicamente



promisorios, que permiten realizar diversos
estudios en la evaluacion de procesos ecoldgicos
celulares; también en investigaciones sobre las
interacciones célula a célula y en el seguimiento
de actividades intracelulares, tales como pro-
cesos de transcripcion, sintesis de proteinas,
flujo intracelular de metabolitos y produccién
de bioinsecticidas (17-19). Adicionalmente,
ante los requerimientos de nuevas fuentes
de proteina en los alimentos, los insectos han
adquirido gran interés para las industrias dedi-
cadas a esta actividad, ya que sus proteinas son
de alta calidad y digestibilidad, ademds de ser
fuente de minerales y aminodacidos esenciales
y no esenciales, de vitaminas y energia (13, 20).

Adn no hay registros sobre cultivos celula-
res de la familia Caliphoridae, en especial de L.
sericata, por consiguiente, este es el primer re-
porte de cultivos celulares primarios de L. seri-
cata, sustratos que seran utiles para desarrollar
futuros estudios aplicados a nivel celular, con
repercusion en otras dreas como endocrinolo-
gia, virologia, bioquimica e inmunologia (10).
La proyeccion de los cultivos celulares hacia es-
tas dreas interdisciplinarias permitird conocer
la expresion de diferentes genes de L. Sericata,
segun su susceptibilidad a la infeccién con ar-
bovirus, las relaciones ligando-receptor que se
estableceran entre los microorganismos y las
células, y la produccion de sustancias antimi-
crobianas que normalmente hacen parte de las
excreciones y secreciones larvales. Ademds, el
conocimiento de las diferentes vias metabdlicas
e inmunoldgicas, posibilitard la produccion de
nuevos antigenos, potenciales candidatos para
vacunas, asi como la expresion y produccion en
gran escala de proteinas en estos sustratos celu-
lares, mediante técnicas de biologia molecular,
las cuales podrian ser aplicadas a nivel médico,
agricola e industrial.

En el presente trabajo se obtuvieron cul-
tivos celulares primarios derivados de tejidos
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embrionarios de L. sericata, los cuales se carac-
terizaron con base en patrones de crecimiento
y morfologia celular.

Materiales y métodos

Material biolégico

Se utilizaron huevos embrionados, tomados
de una colonia de L. sericata, previamente
establecida en el Laboratorio de Entomologia
Médica y Forense de la Universidad del Rosa-
rio. La colonia se mantuvo a 27°C +/- 2°, con
una humedad relativa de 60%, periodos de luz
y oscuridad de 12:12 y un alimento sintético
rico en proteinas. Los huevos ovipositados por
los adultos hembras sobre el medio sintético
se recolectaron luego de 12 a 15 horas de su
postura. La investigacion se realiz6 en el La-
boratorio de Biologia Celular y Molecular de
la Universidad del Rosario, desde julio de 2007
hasta junio de 2008.

Medios de cultivo celular

Se evaluaron los siguientes medios de cultivo:
Leibovitz (L-15), Grace, Grace/L-15, MM/
VP12, Schneider y DMEM,; todos éstos fue-
ron suplementados con 20% de Suero Fetal
Bovino (SFB).

Desinfeccién del material biolégico y ob-
tencion de cultivos primarios

Los huevos embrionados procedentes de la
colonia de L. sericata se colocaron en tubos
estériles conicos Falcon de 15ml, con 9ml de hi-
poclorito de sodio al 0,05%; luego, se agitaron
vigorosamente por un lapso de 10 minutos. Los
huevos se dejaron decantar y se retir6 la solu-
cién de hipoclorito. Seguidamente, se adicioné
a éstos etanol al 70% vy se agitd suavemente
por 15 minutos. Al finalizar el tiempo de expo-
sicion, los huevos se dejaron precipitar al fondo
del tubo y se retiré el alcohol, se lavaron dos
veces con agua destilada estéril y, por tltimo, se
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les adicioné 1,5ml del medio de cultivo a eva-
luar. A continuacién, se realizé la maceracién
de los huevos con un homogenizador de vidrio.
Finalmente, la suspension celular resultante se
llevo a un frasco estéril de cultivo celular para
ser incubada a 28°C.

También se evalué la metodologia de des-
infeccién descrita por Figueroa et al. (21), a la
cual se le hizo ligeras modificaciones. En este
procedimiento se utilizaron aproximadamente
200 huevos embrionados de L. sericata, que se
colocaron en tubos estériles conicos Falcon de
15ml, con 9ml de hipoclorito de sodio al 0,5%,
se agitaron vigorosamente durante 15 minutos,
hasta observar que estuvieran completamente
separados, y se dejaron decantar. Luego, se re-
tir6 el hipoclorito de sodio y fue reemplazado
por formaldehido al 5%, se realizé agitacion
constante durante 15 minutos; una vez decan-
tados los huevos, se retiré la solucion de for-
maldehido y se adicion6 agua destilada miliQ
(mQ) para el lavado final de dicho material. Se
prosiguié retirando el agua y se adicionaron
3ml del medio de cultivo celular a evaluar para
el desarrollo de los cultivos primarios. Final-
mente, con una pipeta de vidrio estéril se rea-
liz6 la maceracion de los huevos embrionados
y se llevé la suspension a un frasco de cultivo
celular estéril de 25cm?, el cual se incubé de
inmediato a 28°C. Todos los cultivos celulares
se observaron diariamente con un microscopio
invertido (Leica DMIL) para determinar su
progreso y cada tercer dia se realizé cambio del
medio de cultivo.

Morfologia celular

Durante las observaciones diarias de los culti-
vos se identificaron las formas celulares proce-
dentes de los fragmentos de tejido embrionario
de L. sericata y se hizo seguimiento a las carac-
teristicas del crecimiento que se fueron con-
figurando en los cultivos a través del tiempo.
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Resultados
Cultivos celulares primarios
El crecimiento celular de cada uno de los ex-
plantes realizados a partir de huevos embrio-
nados de la mosca L. sericata, sembrados en
los medios de cultivo Grace y MM/VP12, tuvo
una duracion entre 10 y 20 dias. En el medio
Grace las células no presentaron adhesion, ni
proliferacion, a pesar de que cada tercer dia o
cada semana se realizaron cambios de medio, en
procura de mantener la viabilidad celular. En el
medio MM/VP12 las células de tipo epitelioi-
des, provenientes de los explantes, iniciaron la
adhesion sobre la superficie de los frascos de
cultivo entre los 5 y 8 dias después de ser reali-
zados; igualmente, se les hizo cambio de medio
y se observd que las células iniciaron la forma-
cién de prolongaciones para intercomunicarse
y dar continuidad a la division celular. Cuando
los cultivos tuvieron aproximadamente 20 dias,
empezaron a desprenderse y a necrotizarse, lo
cual imposibilité la evolucién y obtencién de
los cultivos primarios en este medio.
Particularmente, con el medio Schneider las
células lograron crecer, proliferaron y se adhi-
rieron por mayor tiempo, entre 30 a 45 dias,
pero después de transcurrido este periodo se
observé desprendimiento y necrotizacion ce-
lular. Por su parte, con los medios Grace/L-15
y DMEM se pudo establecer que las células se
mantuvieron en suspension y que no se pre-
sento replicacion celular, por lo cual éstas no se
adaptaron a las condiciones de crecimiento in
vitro provistas por estos medios de cultivo, lo
que generd desprendimiento y muerte celular.
En los cinco medios de cultivo anteriores
no hubo formacién de vesiculas, contrario a
lo observado con el medio L15, suplementado
con SFB al 20%, donde efectivamente la mi-
gracion celular se inici6 en las primeras horas
después de haberse realizado los explantes,
con la particularidad de que al medio no se le



adicionaron sustancias antimicrobianas ex6-
genas, como los antibi6ticos. Con el transcurso
de los dias se observd la formacion de colonias
celulares individuales adheridas a la superficie
de los frascos. El crecimiento y proliferacion
celular super6 los 45 dias reportados para el
crecimiento celular en los otros medios de cul-
tivo, y se obtuvo en este tiempo la monocapa
semiconfluente (tabla 1). Se evidencié un pa-
tron de crecimiento fuertemente adherido a la
superficie del frasco, con la presencia profusa
de formas celulares predominantemente epi-
telioides (figura 1), las cuales, posteriormente,
sufrieron drasticas modificaciones, debido a la
formacion de prolongaciones celulares, lo que
gener( en éstas la apariencia de células simi-
lares a las nerviosas (figura 2), algunas de las
cuales presentaron movimientos pulsatiles. Por
ultimo, una caracteristica muy importante fue
la presencia de vesiculas huecas (figura 3) con
células epitelioides adheridas en su superficie,
las cuales al desprenderse contribuyeron a la
formacién de nuevas colonias con gran poten-
cialidad de proliferacion en los cultivo.

Al constituirse la monocapa, obtenida en
el medio L-15 (figura 4), las formas celulares
predominantes fueron similares a las nervio-
sas y, en menor proporcion, hubo presencia
de morfologias epitelioides. El cambio parcial
de medio de cultivo de crecimiento por medio
fresco se realizé cada tres o cuatro dias, lo cual
indujo en forma acelerada el crecimiento y me-
tabolismo celular, lo que hizo necesario nuevos
cambios de medio en menor tiempo. Una vez
obtenidas monocapas semiconfluentes en va-
rios frascos se procedio a realizar subcultivos,
en los cuales, tras una vigorosa resuspension,
se llevaron las siembras de células a nuevos
frascos de cultivo. A la fecha se han realizado
mas de cinco subcultivos que han evolucionado
favorablemente y los cuales han mantenido la
morfologia celular predominante, aunque su
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crecimiento ha sido mds lento en comparacion
con los cultivos primarios.

Los huevos embrionados con los cuales se
obtuvieron los mejores resultados correspon-
dieron a aquellos cuyo periodo de incubacién
estuvo entre las 12 y las 25 horas después de
haber sido ovipositados. El pH 6ptimo para el
crecimiento correspondi6 a un valor entre 6, 8
y 7,0, y la temperatura ptima para el creci-
miento se establecié a 28°C.

Discusion

Se utilizaron diferentes protocolos para la des-
infeccion de los huevos embrionados necesarios
para la obtencién de los cultivos primarios de L.
sericata. Estos protocolos incluyeron la utiliza-
cién de hipoclorito de sodio al 0,05%;0,5% y
1%, en combinacion con etanol al 70% y 96 %
(15, 16); esta mezcla no fue efectiva para la eli-
minacién de la carga microbiana de los huevos.
La proliferacion de los microorganismos dentro
del frasco de cultivo evito la adhesién celular, al
ocupar por completo la superficie del frasco de
cultivo donde debian adherirse las células. Con
la desinfeccion mediante el procedimiento de
Figueroa et al. (21) (con las correspondientes
modificaciones efectuadas en el presente tra-
bajo) se logré disminuir la presencia de micro-
organismos en los huevos empleados para los
explantes. En concentraciones menores al 0,5%
de hipoclorito de sodio siempre se presentd
contaminacién bacteriana en los cultivos, lo
cual conllevé a la eliminacion de los explantes.
Al usarlo en una mayor concentracién (1%) se
observ disminucion en la viabilidad de los em-
briones; por ende, al final se realizaron lavados
con solucion salina estéril y/o con el medio de
cultivo a evaluar; atin asi, el material biolégico
tratado siempre fue inviable, lo que generd
necrosis celular por el efecto quimico del des-
infectante. Por otra parte, el formaldehido en
concentraciones superiores al 5% también
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afect6 el tejido embrionario al producir necro-
sis celular. Al variar los tiempos de exposicion
a los desinfectantes se determind un tiempo
optimo de 15 minutos por cada uno, necesario
para obtener un cultivo libre de contaminacion
bacteriana, con tejido embrionario viable para
su crecimiento y proliferacion in vitro.

Es importante resaltar el orden en el uso de
estos quimicos para la desinfeccion de los hue-
vos: el primero en emplearse fue el hipoclorito
de sodio, el cual, por su poder detergente, degra-
da una sustancia aglutinante que las hembras
adicionan sobre la masa de huevos cuando los
ovipositan (21), lo cual permite la separacion
y suspension en la solucién quimica de cada
huevo para una desinfeccién exitosa vy, luego,
dar continuidad al procedimiento con los de-
ma4s reactivos.

También se observé que la utilizacion de
sustancias antimicrobianas en los presentes
cultivos celulares de L. sericata, como genta-
micina, penicilina y estreptomicina, aun en
concentraciones reportadas como Gptimas por
otros autores para el establecimiento de culti-
vos celulares de insectos (22-25), no permitie-
ron el desarrollo celular y, en contraposicién,
se observd un incremento paulatino en los por-
centajes de células necrotizadas o desprendidas
de la superficie del frasco de cultivo. Por lo antes
mencionado, se retir6 todo tipo de antibidtico
de los medios de cultivo y posteriormente, se
observé crecimiento y adhesion celular. Por
otro lado, es posible afirmar que, teniendo en
cuenta que una caracteristica de la mosca L.
sericata es la capacidad de producir antibidticos
naturales (7,10, 11, 14, 26, 27), éstas probable-
mente estarfan realizando un control endégeno
de los patdgenos, y la adicién de otros antibié-
ticos pudo afectar la viabilidad celular, hecho
adn por comprobarse con mayor rigurosidad.
Con el transcurso del tiempo, en los explantes
sin antibidtico exdgeno se observé como los
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cultivos celulares se limpiaron por si solos de la
presencia de contaminacién microbiana, hasta
eliminarla précticamente en su totalidad, con
la consiguiente formacién exitosa de la mono-
capa confluente.

Desde los primeros cultivos celulares exi-
tosos derivados de tejidos de un insecto (12)
se han establecido més de 500 lineas celulares
(28). Sin embargo, de la familia Calliphoridae,
y atin més especificamente de la especie L se-
ricata, no existe en la actualidad ningtin infor-
me de su establecimiento. Luego de realizar
diversos explantes con los 6 medios de cultivo
utilizados, se logré determinar que el medio
L-15 suplementado con 20% de SFB brindé
las condiciones Gptimas para el crecimiento y
proliferacién de células provenientes de teji-
do embrionario de L. sericata, sin adicién de
antibidtico. Lo anterior permite reportar por
primera vez el desarrollo de cultivos primarios
de esta especie.

Al comparar la composicién del medio L-15
con los otros medios utilizados es importante
destacar que éste contiene menos sales que los
medios MM, VP12 y Schneider, y mds aminoa-
cidos que el medio Grace; éstas pudieron ser
algunas de las razones por las cuales, debido a la
seleccion natural que hicieron las células, logra-
ron adherirse al sustrato e iniciaron los procesos
de crecimiento y formacion de vesiculas, hasta
el establecimiento de una monocapa celular y
la obtencién de subcultivos. EI SFB adicionado
al medio de cultivo L-15, en la concentracién
antes indicada, contribuy¢ al establecimiento
de los cultivos primarios. El SFB estd com-
puesto por esteroides y diferentes hormonas
que estimulan la division celular, los cuales, en
combinacién con los componentes del medio
L-15, actuaron en forma dptima para satisfacer
las necesidades metabdlicas de las células. Al
comparar el contenido de iones presentes en la

hemolinfa de Calliphora (29) con el medio L-15



y el SFB, se observa que la hemolifa contiene
2,08meq/100ml de Ca?*, 3,7meq/100ml de K*y
14,8meq/100ml de Na+; por su parte, el SFB en
su formulacién tiene de Ca?* 13,6meq/100ml,
de K* 11,2 meq/L y 137 meq/L de Na+; esto,
en combinacién con los iones del medio L-15,
probablemente contribuyé a simular in vitro las
condiciones naturales intrinsecas de esta fami-
lia, lo que posibilitd la obtencion de los cultivos
celulares primarios de L. sericata.

El tiempo de incubacién de los huevos fue
un factor determinante para el establecimiento
de los cultivos primarios de L. Sericata y en ge-
neral lo es para la obtencion de células a partir
de embriones de cualquier especie (23-25, 30,
31), debido a que la mitosis celular varia de
acuerdo con el estado de desarrollo del orga-
nismo o del nivel de diferenciacion del tejido
seleccionado para realizar los explantes (32-35).
Una vez estandarizado el tiempo de embrio-
génesis para obtener células con capacidad de
adaptacion y multiplicacion celular in vitro, se
observé excelente adhesion y crecimiento ce-
lular. Es importante anotar que al dia siguiente
de realizar los explantes con huevos embriona-
dos, recolectados entre 12 y 15 horas después
de la oviposicién y sin necesidad de adicionar
antibiético, disminuyd el nivel de contamina-
cién progresivamente, hasta quedar el cultivo
completamente limpio hacia el cuarto dia, y
con células caracterizadas por su gran capacidad
de adherencia y proliferacion; ello permitié la
formacion de la monocapa confluente.
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En las etapas tempranas de crecimiento del
cultivo se observoé disgregacion de células ad-
heridas a la superficie de los frascos de cultivo,
derivada de fragmentos de tejido embrionario
similar al observado en los cultivos primarios
de Lu. shannoni (30), Aedes triseriatus (36),
A. aegypti (29), Lu longipalpis (24) y Lu. spi-
nicrassa (25), con la diferencia de que en esos
cultivos la morfologia celular predominante
fue epitelioide, mientras que en los de L. seri-
cata, aunque se presentan formas epitelioides,
predominaron las células similares a las neuro-
nales, con largas dendritas y, en algunos casos,
con movimientos pulsatiles como los que se
pueden observar en células pertenecientes a
tejido nervioso o tejido cardiaco (37, 38).

En conclusién, la obtencién de cultivos ce-
lulares primarios de L. sericata fue posible
debido a las condiciones nutritivas favorables
del medio de cultivo L-15, situacién que no
brindaron los demds medios de cultivo evalua-
dos. Asimismo, el patrén de crecimiento y las
caracteristicas morfoldgicas de las células tipi-
ficaron de manera particular para esta especie
el desarrollo de los cultivos celulares, hasta la
evolucién exitosa en monocapas confluentes,
lo que posteriormente gener6 subcultivos con
lento desarrollo y crecimiento. Estos sustratos
celulares representan en la actualidad, en forma
potencial, un apoyo promisorio de aplicacion
para futuros estudios biotecnoldgicos y bio-
médicos.
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Figura 1. Células epitelioides de L. sericata en medio L-15, adheridas a la superficie del frasco, luego de dos dias de cultivo.
Aumento: 200X.

Figura 2. Células similares a nerviosas de L. sericata en medio L-15, adheridas a la superficie del frasco, luego de dos dias
de cultivo. Aumento: 200X.
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ulas epitelioides adheridas al extremo de un fragmento de tejido, en medio L-15,

Figura 3. Vesiculas huecas con cé

luego de quince dias de cultivo. Aumento: 400X.

Figura 4. Monocapa celular de L. sericata en medio 1-15 a los treinta dias de cultivo. Aumento: T00X.
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Tabla 1. Resumen del proceso de obtencién de los cultivos celulares primarios derivados de tejidos embrionarios de L. sericafa

Niim. de Proceso de Medio de Inicio del Morfologia celular Formacidn de
explantes desinfeccion cultivo crecimiento (dias) 8 la monocapa
17 Hipoclorito DMEM | No
y alcohol
13 Hipoclorito MM/VP12 5_g Epitelioides y similares No
y alcohol a nerviosas
16 Hipoclorito Schneider s_g Epitelioides y similares No
y alcohol a nerviosas
14 Hipoclorito Grace | = emmemeeee- Epitelioides No
y alcohol
11 Hipoclorito Grace/L-15 5-8 Epitelioides No
y alcohol
)7 H1poclor1t</) y MM/VP12 5_g Epitelioides y similares No
formaldehido a nerviosas
Hipoclorito y o
38 formaldehido Grace/L-15 3-6 Epitelioides No
20 H1poclor1t? y Schneider 36 Epitelioides y similares No
formaldehido a nerviosas
68 HlpOClOI‘l’[(? y L-15 1-3 Epitelioides y similares St
formaldehido a nerviosas
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