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Desarrollo in vitro de Eimeria
ninakohlyakimovae en c&eacute;lulas
endoteliales primarias procedentes
de venas umbilicales caprinas
P&eacute;rez, D. (1); Hermosilla, C. (2,3); Taubert, A. (2); Mu&ntilde;oz, M. C. (1); Molina, J. M. (1); Gracia, A. (1); Matos, L. (1);
L&oacute;pez, A. (1); Guedes, A. (1); Ruiz, A. (1*)
(1) Departamento de Patolog&iacute;a Animal, Producci&oacute;n Animal, Bromatolog&iacute;a y Tecnolog&iacute;a de los alimentos, Facultad de
Veterinaria, Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, Gran Canaria, Espa&ntilde;a
(2) Institute of Parasitology, Justus Liebig University Giessen, Giessen, Germany
(3) Department of Pathology and Infectious Diseases, Royal Veterinary College, London, UK
IN VITRO DEVELOPMENT OF EIMERIA NINAKOHLYAKIMOVAE IN PRIMARY
ENDOTHELIAL CELLS DERIVED FROM CAPRINE UMBILICAL VEINS
RESUMEN: Las infecciones con E. ninakohlyakimovae representan una de las m&aacute;s importantes enfermedades producidas por coccidios en las cabras, afectando severamente a la salud animal y rentabilidad de la industria del
caprino. Para el desarrollo de estrategias b&aacute;sicas en vacunaci&oacute;n a nivel de investigaci&oacute;n, es necesario el establecimiento de cultivos in vitro que garanticen la disponibilidad del material parasitario. Con esta finalidad, diferentes cultivos de c&eacute;lulas endoteliales primarias aisladas de venas umbilicales caprinas se expusieron a infecciones con esporozo&iacute;tos vivos de E. ninakohlyakimovae. Los par&aacute;sitos invadieron este tipo celular desarrollando
macroesquizontes (primera esquizogonia) y generaron merozo&iacute;tos, que posteriormente fueron liberados al
medio de cultivo. El desarrollo completo del ciclo biol&oacute;gico de E. ninakohlyakimovae, incluyendo la segunda fase
de esquizogonia y la gametogonia - con producci&oacute;n de ooquistes - no fue posible en el sistema in vitro utilizado. El establecimiento del sistema in vitro para el cultivo y mantenimiento continuado de macroesquizontes de
E. ninakohlyakimovae conseguido en el presente estudio posibilitar&iacute;a la producci&oacute;n masiva de merozo&iacute;tos I para
estudios b&aacute;sicos sobre intereacciones par&aacute;sito/hospedador en c&eacute;lulas endoteliales o para la investigaci&oacute;n de dianas terap&eacute;uticas que pudieran ser de utilidad en la industria farmac&eacute;utica.
Palabras clave: Eimeria ninakohlyakimovae. C&eacute;lulas endoteliales caprinas. Merozo&iacute;tos.
SUMMARY: Eimeria ninakohlyakimovae-infections represent important coccidian parasitosis of goats severely
affecting the animal health and the profitability of goat industry. For the development of suitable vaccination
strategies basic research is needed for which one important prerequisite is the establishment of in vitro cultures
guaranteeing the availability of parasitic material. With this objective, different cultures of primary endothelial
cells isolated from caprine umbilical veins were exposed to infections with E. ninakohlyakimovae viable sporozoites.
The parasites invaded the endothelial cells, developed macromeronts (first schizogony) and produced the
subsequent release of viable merozoites I. The complete life-cycle of E. ninakohlyakimovae leading to oocyst
production was not accomplished in this in vitro system. The establishment of a suitable in vitro systems for the
culture of E. ninakohlyakimovae macromeronts achieved in the present study would permit the mass production
of merozoites I, e. g. for basic studies on parasite/host endothelial cell interactions or for pharmaceutical
screenings.
Key words: Eimeria ninakohlyakimovae. Caprine endothelial cells. Merozoites.
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Antonio Ruiz Reyes (Unidad de Parasitolog&iacute;a)
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Introducci&oacute;n
Eimeria ninakohlyakimovae es un
enteropat&oacute;geno Apicomplexa intracelular muy extendido en cabras que
origina una grave enterocolitis hemorr&aacute;gica con m&aacute;s del 30 % de mortalidad en baifos (19). Dependiendo de
la regi&oacute;n, m&aacute;s del 96% de los baifos
de entre 4-10 semanas podr&iacute;an estar
afectados (27). La cl&iacute;nica de la coccidiosis producida por E. ninakohlyakimovae est&aacute; influenciada por diferentes factores como la intensificaci&oacute;n
de la producci&oacute;n, el estado inmune de
los animales, la edad o las condiciones clim&aacute;ticas e higi&eacute;nicas de las
explotaciones (27). Especialmente,
en zonas rurales semi-&aacute;ridas que
dependen econ&oacute;micamente de la cr&iacute;a
de ganado caprino, como las Islas
Canarias (Espa&ntilde;a) u otras zonas de
&Aacute;frica o el Oriente Medio que presentan condiciones clim&aacute;ticas an&aacute;logas, la coccidiosis caprina afecta gravemente a la salud animal y a la rentabilidad de la industria caprina. Por
tanto, investigaciones b&aacute;sicas que
permitan en el futuro el desarrollo de
vacunas o nuevas dianas terap&eacute;uticas
para el control de esta enfermedad
parasitaria ser&iacute;a de gran inter&eacute;s.
El desarrollo end&oacute;geno del protozoo intracelular obligado comprende
dos merogonias, la primera tiene
como resultado la formaci&oacute;n de
macroesquizontes de gran tama&ntilde;o
(hasta 166 x 124 micras) (36).
Espec&iacute;ficamente, los macroesquizontes se desarrollan en las c&eacute;lulas endoteliales de los capilares linf&aacute;ticos centrales en las vellosidades del &iacute;leon
distal dentro de los 10-12 d&iacute;as postinfecci&oacute;n (p.i.), y contienen m&aacute;s de
100.000 merozo&iacute;tos I (36). Mucho
m&aacute;s peque&ntilde;os son los merontes de
segunda generaci&oacute;n (17 x 12 micras)
que se desarrollan en c&eacute;lulas epiteliales de las criptas del ciego y colon
(36). Ocasionalmente, esquizontes y
ooquistes de E. ninakohlyakimovae
tambi&eacute;n se han observado en las c&eacute;lulas epiteliales de los conductos biliares en el h&iacute;gado, y se ha descrito
como una causa de la coccidiosis
hep&aacute;tica en cabras (6, 21).
Las infecciones de Eimeria son
altamente espec&iacute;ficas de cada hospedador y las reacciones inmunol&oacute;gicas
que inducen en el animal se aceptan
como especie-espec&iacute;ficas (25), tambi&eacute;n a nivel de las c&eacute;lulas hospedadoras (7). Por tanto, ser&iacute;a esencial que la
investigaci&oacute;n b&aacute;sica en coccidiosis
caprina est&eacute; desarrollada en una especie precisa de Eimeria y en un determinado tipo de c&eacute;lula hospedadora.
Por otro lado, para este tipo de investigaci&oacute;n, y para cualquier otra en la
que se use material parasitario espec&iacute;fico, la adecuaci&oacute;n de un sistema in
vitro representa un requisito previo
importante. Este tipo de sistema in
vitro no existe para ninguna especie
de Eimeria caprina, aunque s&iacute; se han
establecido para Eimeria spp. aviares
(1, 4, 14, 18), Eimeria spp. murinas
(9) y la especia E. bovis (11, 13, 15,
24, 30, 31, 32). Algunos de estos sistemas in vitro, sin embargo, utilizan
tipos celulares que se diferencian de
las c&eacute;lulas hospedadoras espec&iacute;ficas
de los esporozo&iacute;tos in vivo, por lo que
podr&iacute;an reflejar s&oacute;lo en parte el
espectro de respuestas. De hecho, la
mayor&iacute;a de las especies pat&oacute;genas de
Eimeria en rumiantes (por ejemplo E.
bovis, E. zuernii, E. bakuensis, E.
arloingi, E. christenseni, E. ninakholyakimovae) difieren de las infecciones de rat&oacute;n y aves con respecto a la
especificidad del esporozo&iacute;to en las
c&eacute;lulas endoteliales hospedadores in
vivo, la formaci&oacute;n de macroesquizontes y en la extensi&oacute;n del tiempo de
replicaci&oacute;n.
El objetivo de esta investigaci&oacute;n
fue crear un sistema in vitro para el
pat&oacute;geno caprino E. ninakohlyakimovae que permitiese la producci&oacute;n de
material parasitario espec&iacute;fico. Para
ello, se infectaron c&eacute;lulas primarias
endoteliales de vena umbilical caprina (CUVEC) con esporozo&iacute;tos, evalu&aacute;ndose la formaci&oacute;n de macroesquizontes, la duraci&oacute;n del desarrollo
y la producci&oacute;n de merozo&iacute;tos viables
in vitro.
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Materiales y m&eacute;todos
1. Animales
Los cabritos fueron comprados a
un granjero local a la edad de 1-7 d&iacute;as
y se trataron con Vecoxan &reg; (Labs.
Esteve) y Halocur &reg; (Intervet) para
minimizar el riesgo de infecci&oacute;n con
coccidios. Cuando se consideraron
libres de coccidios se ubicaron en
jaulas de hierro galvanizado esterilizadas por calor en condiciones que
previniesen las infecciones por par&aacute;sitos. Los cabritos se alimentaron con
lactoreemplazante
(Bacilactol,
Capisa) y concentrados comerciales
(Capisa). Recibieron agua y heno
est&eacute;ril ad libitum.
2. Mantenimiento del par&aacute;sito
La cepa de E. ninakohlyakimovae
GC utilizada en el presente estudio
fue aislada por primera vez en Gran
Canaria a partir de cabras infectadas
de forma natural, y es regularmente
mantenida por pases en cabritos. Los
ooquistes de E. ninakohlyakimovae
utilizados inicialmente para la obtenci&oacute;n de la cepa se aislaron de las
heces a partir de flotaciones con ClNa
mediante el uso de un micromanipulador (Olympus IMT-2). Para la producci&oacute;n de ooquistes, los cabritos
donantes se infectaron v&iacute;a oral a la
edad de cuatro semanas con 2 x 105
ooquistes esporulados de E. ninakohlyakimovae. Los ooquistes se suspendieron en dicromato pot&aacute;sico al 2
% (p/v) y se mantuvieron a temperatura ambiente para su esporulaci&oacute;n
durante una semana (15). Los ooquistes esporulados se almacenaron a 4
&ordm;C hasta su posterior uso. La exquistaci&oacute;n y la purificaci&oacute;n de los esporozo&iacute;tos se realiz&oacute; por el m&eacute;todo modificado propuesto por Fayer y
Hammond (11). En resumen, los
ooquistes esporulados se suspendieron en una soluci&oacute;n est&eacute;ril 0,02 M de
L-Ciste&iacute;na HCl/0,2 M NaHCO3
(Merck), y se incubaron a 37 &ordm;C
durante 20 minutos en una atm&oacute;sfera
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de CO2 al 100%. Posteriormente, los
ooquistes se suspendieron en soluci&oacute;n salina equilibrada de Hank
(HBSS; Gibco) con un 0,4% (p/v) de
tripsina (Sigma-Aldrich) y un 8%
(v/v) de bilis caprina esterilizada por
filtraci&oacute;n y obtenida del Matadero
Insular de Gran Canaria, y se incubaron bajo control microsc&oacute;pico a 37 &ordm;C
en una atm&oacute;sfera del 5% CO2 hasta
un m&aacute;ximo de 4 h.
Los esporozo&iacute;tos exquistados se
lavaron tres veces (20 min, 1.100 x g)
y se suspendieron en medio de cultivo (1 x 105 esporozo&iacute;tos /ml) o en
medio de cultivo con un 10% de
dimetilsulf&oacute;xido (Merck) para la
criopreservaci&oacute;n en nitr&oacute;geno l&iacute;quido
y su posterior uso.
mantuvieron a 37 &ordm;C en atm&oacute;sfera de
CO2 al 5%. A los diferentes aislados
de CUVEC se le a&ntilde;adi&oacute; nuevo medio
completo ECGM (PromoCell) un d&iacute;a
despu&eacute;s de su aislamiento y, posteriormente, cada 2-3 d&iacute;as. Las c&eacute;lulas
que se utilizaron para la infecci&oacute;n
fueron monocapas 100% confluentes
de no m&aacute;s de 1-2 pases in vitro.
Para prevenir la contaminaci&oacute;n
por Mycoplasma spp., que representa
un problema com&uacute;n en los cultivos de
c&eacute;lulas primarias de origen caprino,
los cultivos CUVEC fueron tratados
con Plasmocin (Amaxa Biosystems)
desde el momento del aislamiento.
3. C&eacute;lulas hospedadoras
Las capas de c&eacute;lulas CUVEC
confluentes se infectaron con 3 x 105
esporozo&iacute;tos de E. ninakohlyakimovae reci&eacute;n exquistados por botella de
25 cm2. El medio de cultivo se cambi&oacute; 24 horas despu&eacute;s de la infecci&oacute;n
y, posteriormente, cada tres d&iacute;as.
Para controlar el desarrollo a
largo plazo de los esquizontes I y la
liberaci&oacute;n de merozo&iacute;tos, los cultivos
celulares infectados se analizaron
diariamente durante un periodo de 22
d&iacute;as posteriores a la infecci&oacute;n. Con
este fin se utiliz&oacute; un v&iacute;deo-microscopio de contraste de fases (DMIRB,
Leica). Para los an&aacute;lisis cuantitativos,
se determin&oacute; el n&uacute;mero total de
esquizontes (inmaduros y maduros)
desarrollado por botella de cultivo de
25 cm2 y los resultados se expresaron
como el porcentaje de la cantidad de
esporozo&iacute;tos a&ntilde;adidos inicialmente al
cultivo.
Adem&aacute;s, se midieron esquizontes
seleccionados al azar (n=15/botella),
a los 10, 13, 16, 19 y 22 d&iacute;as p.i.,
usando el software micro-analizador
Carl Zeiss 4.7. Los merozo&iacute;tos I de E.
ninakohlyakimovae maduros liberados al medio se recogieron a intervalos de dos d&iacute;as (15) y se contaron en
c&aacute;mara de Neubauer. Adem&aacute;s, se
hicieron intentos para detectar el desarrollo de E. ninakohlyakimovae m&aacute;s
Las c&eacute;lulas endoteliales de las
venas umbilicales primarias caprinas
(CUVEC) se aislaron de venas de
cord&oacute;n umbilical (12). Los cordones
umbilicales se recogieron bajo condiciones as&eacute;pticas de animales nacidos
de parto natural y se mantuvieron a 4
&ordm;C en soluci&oacute;n tamp&oacute;n HBSSHEPES al 0,9% (pH 7,4; Gibco)
suplementada con un 1% de penicilina (500 U/&micro;l; Sigma-Aldrich) y
estreptomicina (50 &micro;l/&micro;g; Sigma)
hasta su uso. Para el aislamiento de
las c&eacute;lulas endoteliales, la vena umbilical se lig&oacute;, posteriormente se infundi&oacute; en su luz colagenasa tipo II al
0,025% (Worthington Biochemical
Corporation) suspendida en soluci&oacute;n
salina PSAC (Sigma- Aldrich), y se
incub&oacute; a 37 &ordm;C durante 20 minutos en
atm&oacute;sfera de CO2 al 5%. Despu&eacute;s de
un suave masaje de la vena umbilical,
la suspensi&oacute;n de c&eacute;lulas y colagenasa
se recogieron y se a&ntilde;adi&oacute; 1 ml de
suero fetal bovino (FCS, Gibco) para
inactivar la colagenasa. Despu&eacute;s de
dos lavados (400 x g, 10 min, 4 &ordm;C),
las c&eacute;lulas se suspendieron en medio
de crecimiento completo de c&eacute;lulas
endoteliales (ECGM; PromoCell) y
se dispensaron en botellas de cultivo
de pl&aacute;stico de 25 cm2 (Nunc), que se
4. Infecci&oacute;n de las c&eacute;lulas hospedadoras
all&aacute; de la primera generaci&oacute;n de
esquizontes. Dado que los preparados
de esporozo&iacute;tos siempre estaban contaminados con un peque&ntilde;o n&uacute;mero de
ooquistes no esporulados, estas contaminaciones fueron minuciosamente
cuantificadas en las botellas de cultivo y posteriormente se tomaron en
consideraci&oacute;n. Los cultivos de
CUVEC se infectaron con merozo&iacute;tos
I viables de E. ninakohlyakimovae (1
x 106/ 25 cm2 botellas de cultivo),
cambi&aacute;ndose el medio de cultivo a las
24 horas despu&eacute;s de la exposici&oacute;n y,
posteriormente, cada tres d&iacute;as. Para
controlar el desarrollo de esquizontes
II de E. ninakohlyakimovae, el desarrollo de gamontes y la producci&oacute;n de
ooquistes, los cultivos celulares
infectados se analizaron todos los
d&iacute;as durante una semana.
Resultados
1. Motilidad de esporozo&iacute;tos de E.
ninakohlyakimovae e invasi&oacute;n de
las c&eacute;lulas hospedadoras
La exquistaci&oacute;n de los esporozo&iacute;tos de los ooquistes esporulados fue
exitosa y result&oacute; en esporozo&iacute;tos viables. Despu&eacute;s de la exposici&oacute;n a las
c&eacute;lulas hospedadoras potenciales, los
esporozo&iacute;tos mostraron movimientos
t&iacute;picos y deslizamiento sobre la
superficie de las CUVEC. La tasa de
infecci&oacute;n inicial observada fue del
11,2 %. El tiempo de invasi&oacute;n de las
c&eacute;lulas endoteliales fue variable, no
extendi&eacute;ndose m&aacute;s all&aacute; de los 30
minutos desde la aplicaci&oacute;n de los
esporozo&iacute;tos.
2. Desarrollo primario intracelular
Despu&eacute;s de la invasi&oacute;n, los esporozo&iacute;tos intracelulares de E. ninakohlyakimovae generalmente se encontraron cerca del n&uacute;cleo (Fig. 1C, D). Se
observ&oacute; que los esporozo&iacute;tos intracelulares, con relativa frecuencia, abandonaban la c&eacute;lula hospedadora al
principio invadida sin perjudicarla
visiblemente, para infectar una nueva
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dentro de las primeras 48 horas de
infecci&oacute;n. Un d&iacute;a despu&eacute;s de la infecci&oacute;n, generalmente, los esporozo&iacute;tos
hab&iacute;an cambiado su forma, volvi&eacute;ndose m&aacute;s cortos y un poco m&aacute;s grandes que los esporozo&iacute;tos libres.
El tama&ntilde;o promedio de los esporozo&iacute;tos libres fue de 12,5 x 3,0
micras (n=20), mientras que los esporozo&iacute;tos intracelulares presentaron un
tama&ntilde;o promedio de 10,3 x 4,1
micras (n=20) (Fig. 1A). Se observaron infecciones m&uacute;ltiples en algunas
c&eacute;lulas, en las cuales pudieron encontrarse hasta cuatro esporozo&iacute;tos al
mismo tiempo. No todos los esporozo&iacute;tos llegaron a desarrollarse; una
proporci&oacute;n bastante alta de esporozo&iacute;tos intracelulares se mantuvo invariable en forma y tama&ntilde;o dentro de la
c&eacute;lula hu&eacute;sped, algunos de los cuales
salieron y volvieron a invadir otras
c&eacute;lulas hu&eacute;sped m&aacute;s adelante.
En el d&iacute;a 3-4 p.i., los esporozo&iacute;tos
que mostraron un mayor desarrollo se
hab&iacute;an reducido en longitud y se
hab&iacute;an redondeado para formar trofozo&iacute;tos (Fig. 1B). Todas las formas
evolutivas intracelulares del par&aacute;sito
estaban rodeadas por una vacuola
parasit&oacute;fora, una estructura que
muchas veces era apenas perceptible.
se observ&oacute; una constante hipertrofia
del n&uacute;cleo, el cual adquir&iacute;a la forma
de un “huevo frito”, en el que era
manifiesto un gran punto negro central que representa el nucleolo y una
brillante y amplia proporci&oacute;n de cromatina alrededor (ver Fig. 1C, 1D);
por el contrario, el n&uacute;cleo de las c&eacute;lulas no infectadas mostr&oacute; la eucromatina bastante marcada. Normalmente
se observ&oacute; s&oacute;lo un n&uacute;cleo por c&eacute;lula
infectada, pero tambi&eacute;n hubo
CUVEC parasitadas con varios
n&uacute;cleos.
4. Lanzamiento de la primera generaci&oacute;n de merozo&iacute;tos
Los merozo&iacute;tos libres de primera
generaci&oacute;n en el sobrenadante de las
A
B
C
D
E
F
G
H
3. Formaci&oacute;n de macroesquizontes
Desde los primeros 5-6 d&iacute;as en
adelante, las formas intracelulares del
par&aacute;sito fueron aumentando continuamente su tama&ntilde;o, desarroll&aacute;ndose en
esquizontes inmaduros (Fig. 1 C-D) y
maduros I (Fig. 1 E-H). El porcentaje
de macroesquizontes desarrollado fue
del 2 %, y el di&aacute;metro medio fue de
155,5 &plusmn; 10,8 micras (Fig. 2).
Se observ&oacute; que en los macroesquizontes maduros los merozo&iacute;tos se
situaban principalmente en la periferia (Fig. 3A), agrupados en forma de
roseta (Fig. 3B) o de forma irregular
(Fig. 3C). Adem&aacute;s, los esquizontes
pod&iacute;an estar septados o no (Fig. 3D).
En general, las c&eacute;lulas hospedadoras
infectadas mostraron un cambio en la
morfolog&iacute;a del n&uacute;cleo en el curso de
la infecci&oacute;n. A partir de los siete d&iacute;as
Figura 1. Infecci&oacute;n y desarrollo de Eimeria ninakohlyakimovae en CUVEC. Las CUVEC
crecieron hasta ser confluentes y se infectaron con esporozo&iacute;tos reci&eacute;n aislados de E. ninakohlyakimovae. La infecci&oacute;n y el desarrollo fueron monitorizados diariamente hasta los 22 d&iacute;as postinfecci&oacute;n (p.i.). (A) D&iacute;a 1 p.i., los esporozo&iacute;tos intracelulares se indican con flechas; (B) d&iacute;a 4 p.i.,
los trofozo&iacute;tos se indican con flechas; (C) d&iacute;a 7 p.i.; (D) d&iacute;a 10 p.i.; (E) d&iacute;a 13 p.i.; (F) d&iacute;a 16 p.i.;
(G) d&iacute;a 19 p.i., esquizontes maduros e inmaduros; (H) d&iacute;a 22 p.i., liberaci&oacute;n de merozo&iacute;tos I.
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c&eacute;lulas fueron detectados a los 13 d&iacute;as
post- infecci&oacute;n. El n&uacute;mero de merozo&iacute;tos liberado (ver Fig. 1G-H y Fig. 3)
se increment&oacute; el d&iacute;a despu&eacute;s de su pri-
mera aparici&oacute;n. El rendimiento total
de merozo&iacute;tos, a una dosis de infecci&oacute;n de 3 x 105 esporozo&iacute;tos, durante
el d&iacute;a 22 de muestreo fue de 1,4 x 106.
Figura 2. Tama&ntilde;o de merontes I de Eimeria ninakohlyakimovae en CUVEC.
Las CUVEC crecieron hasta ser confluentes y se infectaron con esporozo&iacute;tos
reci&eacute;n aislados de E. ninakohlyakimovae (3 x 105/25cm2 flask). Los di&aacute;metros de
los merontes I durante la infecci&oacute;n in vitro se estimaron utilizando el software
micro-analizador Carl Zeiss 4.7.
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Figura 3. Diferencias morfol&oacute;gicas entre los macromerontes de Eimeria ninakohlyakimovae. Las c&eacute;lulas hospedadoras crecieron hasta ser confluentes y se infectaron con esporozo&iacute;tos
reci&eacute;n aislados de E. ninakohlyakimovae. Se observaron diferencias en la morfolog&iacute;a de los
macromerontes maduros: (A) merontes con merozo&iacute;tos I dispuestos en la periferia; (B) merontes con merozo&iacute;tos I agrupados en varias rosetas; (C) merontes no estructurados con merozo&iacute;tos
I distribuidos de forma difusa; (D) merontes con una clara compartimentaci&oacute;n en su interior.
5. Desarrollo de esquizontes de
segunda generaci&oacute;n, gamontes y
ooquistes
En el periodo de investigaci&oacute;n no
se observ&oacute; en las c&eacute;lulas hospedadoras
el desarrollo de esquizontes de segunda generaci&oacute;n, gamontes ni ooquistes.
Discusi&oacute;n
En esta investigaci&oacute;n hemos establecido con &eacute;xito un sistema de cultivo in vitro para la resoluci&oacute;n de la
generaci&oacute;n de merozoitos I de E.
ninakohlyakimovae. In vivo, la fase
de esporozo&iacute;tos de este protozoo se
desarrolla de forma selectiva en las
c&eacute;lulas endoteliales, principalmente
de los vasos linf&aacute;ticos centrales del
&iacute;leon. En los experimentos realizados
se observ&oacute; que los esporozo&iacute;tos de E.
ninakohlyakimovae sal&iacute;an de las c&eacute;lulas hospedadoras infectadas y produc&iacute;an una nueva invasi&oacute;n con relativa
frecuencia en las primeras 48 horas.
Teniendo en cuenta que la capacidad
de salida de las c&eacute;lulas hospedadoras
infectadas ha sido publicada en esporozo&iacute;tos de otras especies de Eimeria
(8, 2, 3, 15) y que los esporozo&iacute;tos
intracelulares con frecuencia se han
encontrado sin una vacuola parasit&oacute;fora en el citoplasma, poco despu&eacute;s
de la invasi&oacute;n, tanto in vivo como in
vitro (5, 8), esta capacidad de atravesar las c&eacute;lulas se podr&iacute;a considerar
como una caracter&iacute;stica com&uacute;n en
Coccidios. Microsc&oacute;picamente, se
observ&oacute; que este tipo de salida no se
asocia con graves da&ntilde;os en la c&eacute;lula
hospedadora que es abandonada, un
dato que previamente hab&iacute;a sido
publicado para la salida dependiente
de Ca++ de Toxoplasma gondii (10,
33). M&aacute;s bien, se asemeja al proceso
de invasi&oacute;n alternativa publicada en
Plasmodium falaparum (22, 23) y
esporozo&iacute;tos de E. bovis (2), que se
basa en la rotura, invasi&oacute;n y salida de
las c&eacute;lulas hospedadoras, seguida de
una reparaci&oacute;n r&aacute;pida de la membrana plasm&aacute;tica de la c&eacute;lula.
Podr&iacute;a especularse que este modo
de migraci&oacute;n a trav&eacute;s de las c&eacute;lulas
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reflejar&iacute;a la necesidad de atravesar las
barreras de los tejidos para llegar a la
c&eacute;lula hospedadora final. De hecho,
todav&iacute;a no se sabe c&oacute;mo los esporozo&iacute;tos de E. ninakohlyakimovae cruzan la capa epitelial para invadir el
endotelio central del &iacute;leon. Esta
caracter&iacute;stica podr&iacute;a explicar la no
especificidad de la invasi&oacute;n de la
c&eacute;lula hospedadora y que pudieran
verse afectadas ocasionalmente c&eacute;lulas epiteliales de los conductos biliares (6, 21).
Los macroesquizontes de E. ninakohlyakimovae muestran morfolog&iacute;as
diferentes incluso dentro de la misma
capa de c&eacute;lulas. Adem&aacute;s de distintos
tama&ntilde;os, tambi&eacute;n se describen diferentes tipos morfol&oacute;gicos, incluyendo
macroesquizontes con merozo&iacute;tos
dispuestos en la periferia, en roseta y
de forma no estructurada. Id&eacute;ntico
fen&oacute;meno se observa en cultivos in
vitro de E. bovis, pero la base celular
de este fen&oacute;meno no se conoce en
este momento.
Posiblemente, los primeros 7 d&iacute;as
p.i. son los que marcan el inicio de la
proliferaci&oacute;n; los cambios en la morfolog&iacute;a del n&uacute;cleo pasan a ser m&aacute;s
evidentes, tomando un fenotipo que
se denomina “tipo huevo frito”, es
decir, se produce un aumento de la
proporci&oacute;n de la eucromatina, que se
expande en casi la totalidad del
n&uacute;cleo, mientras que los nucleolos
crecen y se unen para formar bien
nucleolos grandes simples o m&uacute;ltiples.
El nucleolo es el sitio para el procesamiento de ARNr y el montaje en
subunidades del ribosoma, por lo que
los cambios morfol&oacute;gicos de los
nucleolos indican que las c&eacute;lulas producen grandes cantidades de prote&iacute;na. Adem&aacute;s, el aumento de la transici&oacute;n de la heterocromatina a eucromatina indica una transcripci&oacute;n activa de la c&eacute;lula hospedadora. Dado
que nunca se observ&oacute; la divisi&oacute;n
celular en las c&eacute;lulas hospedadoras
infectadas con E. ninakohlyakimovae, es probable que estas caracter&iacute;sticas sean inducidas por los par&aacute;sitos.
Observaciones similares han sido
descritas en las c&eacute;lulas que albergan
macroesquizontes de E. bovis, fen&oacute;meno acompa&ntilde;ado por la activa
transcripci&oacute;n de estas c&eacute;lulas como
demuestra la creciente cantidad de
ARNm medida por microarrays (35).
La disponibilidad de macroesquizontes de E. ninakohlyakimovae in
vitro es de especial inter&eacute;s cient&iacute;fico
por varias razones: 1) La larga maduraci&oacute;n de los macroesquizontes de E.
ninakohlyakimovae dentro de las
c&eacute;lulas endoteliales, consideradas
muy inmuno-reactivas, sugiere que el
par&aacute;sito debe desarrollar diversos
procesos de regulaci&oacute;n con el fin de
garantizar la replicaci&oacute;n masiva. De
acuerdo con esto, se ha demostrado
que E. bovis parece capaz de modular
activamente el citoesqueleto de la
c&eacute;lula hospedadora (17), inhibe la
apoptosis de las c&eacute;lulas hospedadoras
(20) y regula negativamente reacciones tipo pro-inflamatorio en dichas
c&eacute;lulas (16). 2) Existen evidencias de
que las etapas de merozo&iacute;tos de primera generaci&oacute;n constituyen un objetivo importante para la protecci&oacute;n de
animales inmunes a Eimeria spp. (26,
28, 29, 34). 3) Los merozo&iacute;tos I producidos por los cultivos in vitro
podr&iacute;an ser &uacute;tiles para estudios farmac&eacute;uticos. 4) El sistema ofrece la
garant&iacute;a de accesibilidad a merozo&iacute;tos I, que pueden ser necesarios para
diferentes aplicaciones, tales como la
preparaci&oacute;n de diversos ant&iacute;genos
espec&iacute;ficos del par&aacute;sito.
En general, la cabra es un animal
a menudo descuidado en lo que respecta a la fuente de investigaci&oacute;n
b&aacute;sica y cl&iacute;nica, aunque en determinadas zonas clim&aacute;ticas representa la
&uacute;nica fuente econ&oacute;micamente viable
de carne y leche. En consecuencia, el
establecimiento de cultivos de E.
ninakohlyakimovae in vitro constituye una valiosa herramienta b&aacute;sica
para la investigaci&oacute;n futura sobre la
coccidiosis caprina.
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