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RESUMEN

Se han publicado pocos estudios donde se utilizan macréfagos de perro para el
cultivo in vitro de Leishmania chagasi/infantum. El uso de macréfagos caninos para
obtener amastigotas permite el estudio de la biologia de esta forma parasitaria en el
interior de su célula hospedadora. Con la finalidad de determinar las condiciones
adecuadas para el establecimiento de un sistema in vitro que permita el cultivo de
amastigotas de L. chagasi/infantum, el agente etiolégico de la leishmaniasis visceral
americana, macréfagos de perro pertenecientes a la linea celular continua DH82
fueron infectados usando promastigotas bajo diferentes condiciones. Se observé que
aunque las células ingirieron rapidamente los promastigotas, los parasitos fueron
transformados en amastigotas y los macré6fagos fueron capaces de soportar la
replicacion intracelular de los amastigotas. En la fase de crecimiento celular, la
proporcién parasito:célula y la temperatura de incubacion afectan el porcentaje de
células infectadas. Los porcentajes de infeccibn mas elevados se obtuvieron al
infectar monocapas de cultivo en fase estacionaria, utilizando una proporcion
parasito:célula de 50:1 e incubando a 33 °C; lo cual sugiere que estas son las
condiciones ideales para el desarrollo del cultivo in vitro de estas amastigotas. Los
hallazgos abren la posibilidad de utilizar esta linea celular en el estudio de las
interacciones parasito-hospedador y en la evaluacion de drogas con potencial
leishmanicida.
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Establishing an in vitro system for culturing Leishmania chagasi/infantum in dog
macrophages

Few in vitro studies for culturing Leishmania chagasi/infantum in dog macrophages
have been published. The use of canine macrophages to obtain amastigotes allows
the study of the biology of this parasitic form in the host cell. In order to determine the
conditions suitable for the establishment of an in vitro system for culturing Leishmania
chagasil/infantum amastigotes, the etiological agent of American Visceral
Leishmaniasis, dog macrophages belonging to the continuous cell line DH82 were
infected using promastigotes under different conditions. It was observed that,
although cells ingested promastigotes very quickly, the parasites were transformed
into amastigotes and the dog macrophages were able to withstand intracellular
replication of the amastigotes; moreover. In the cellular growth phase, the
parasite:cell ratio and the incubation temperature have an influence on the
percentage of infected cells. The highest infection rates were obtained when infected
monolayer cells were in a stationary phase, using 50:1 parasite:cell ratio, and
incubating at 33?C, which suggests that these are the ideal conditions for developing
the in vitro culture of these amastigotes. These findings open the possibility of using
this cell line in the study of parasite-host interactions, as well as evaluating drugs
with a potential as a leishmanicide agent.

Key words: Leishmania chagasi, amastigotes, cell line DH82, in vitro culture.

INTRODUCCION

La leishmaniasis es una causa importante de morbilidad y mortalidad en
diversos paises, es causada por varias especies de protozoarios, todas
incluidas en el género Leishmania. Estos protozoarios se presentan bajo dos
formas evolutivas que difieren desde el punto de vista morfolégico y funcional.
En los hospedadores invertebrados, los parasitos del género Leishmania se
presentan como formas extracelulares, alargadas y flageladas denominadas
promastigotas y como amastigotas intracelulares, redondeadas y aflageladas
en el interior de los fagolisomas dentro de las células del sistema
reticuloendotelial de los mamiferos que infectan (1), siendo ésta la forma
parasitaria responsable de las manifestaciones clinicas.

El hecho de que los promastigotas sean facilmente cultivados in vitro ha
determinado que la mayor parte de nuestro conocimiento acerca de la biologia
molecular y bioquimica de este protozoario esté relacionado con este estadio.
No obstante, debido a las implicaciones para la salud humana, gran parte de la
investigacion esta siendo dirigida hacia el conocimiento del estadio
intracelular, el amastigota, por ser ésta la forma parasitaria responsable de la
enfermedad en el hospedador vertebrado.

Desde hace mucho tiempo se han obtenido amastigotas a partir de animales de
laboratorio infectados experimentalmente. No obstante, este procedimiento
resulta costoso, laborioso y de bajo rendimiento. También, se ha documentado
diferencias importantes en la infectividad de algunas especies de Leishmania
en hamsters y ratones BALC/c (2).

Otro enfoque dirigido hacia la obtencion de amastigotas esta fundamentado en
el establecimiento y mantenimiento de cultivos axénicos (3-7), esta
metodologia implica el aumento de la temperatura en combinacién con una
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disminucién del pH del medio en presencia o no de CO, (8). Las condiciones de
pH y temperatura que permiten la diferenciacion de promastigotas a
amastigotas extracelulares en una especie pueden no ser adecuadas para otra
y, en consecuencia, se requiere de condiciones individuales para cada especie
y/o cepa (9-11). Por otro lado, los amastigotas obtenidos parecen ser muy
semejantes a los observados en las lesiones de animales infectados
experimentales desde el punto de vista morfolégico y ultraestructural, en
algunos antigenos de superficie y en su infectividad (12, 13).

Por otra parte, la diferenciacién, maduracién y replicacion de los amastigotas
de Leishmania se ha observado in vitro utilizando -cultivos celulares de
fibroblastos (14, 15) y en lineas celulares derivadas de células embrionarias de
Lutzomyia longipalpis (16), el principal vector de la leishmaniasis visceral en el
continente americano.

Sin embargo, debido a que los parasitos del género Leishmania se multiplican
en el interior de células del sistema fagocitico-mononuclear de los vertebrados
que infectan, los macrofagos obtenidos de diferentes sitios anatémicos de
varios animales o aquellos mantenidos bajo condiciones de cultivo continuo
representan un enfoque mucho més real. La metodologia antes citada ha sido
utilizada por varios investigadores (17-24) y proporciona un modelo de gran
ventaja, ya que permite el estudio de los factores determinantes de la
virulencia de estos parasitos, el papel que juega la relacion hospedador-
parasito en el desarrollo de la enfermedad y el efecto de drogas
antileishmanicas potenciales sobre amastigotas en su célula hospedadora.

La presente investigacion tuvo como objetivo establecer un sistema in vitro
para el cultivo de amastigotas de L. chagasi/infantum, el agente etiolégico de la
leishmaniasis visceral en el continente americano, utilizando macréfagos de
perro pertenecientes a la linea celular DH82.

MATERIALES Y METODOS:

Parasitos: se utilizé la cepa de Leishmania chagasi/infantum MHOM/BR/PP75,
la cual fue mantenida en cultivo bifasico in vitro usando agar sangre de conejo
al 10% con medio LIT (Liver Infunsion Triptose). En ensayos preliminares se
determin6é que la fase logaritmica del crecimiento de los parasitos se ubicé
entre el tercero y cuarto dia.

Células: La linea celular continua de macréfagos caninos DH82 usada en este
estudio, fue adquirida de America Type Culture Collection (ATCC CRL-10389) y
se procedi6 de acuerdo a la metodologia descrita por Dawson et al. (25). Las
células fueron mantenidas en medio minimo esencial (MEM) con sales de Earle
(Sigma Chemical Company), suplementando con 1,2 g/100 mL de glutamina
(200 mmol/L) (Hyclone), 6 g/100 mL de suero fetal bovino (SFB) inactivado
(Hyclone) y 8 mg/100 mL de gentamicina; incubadas a 37°C sin atmoésfera de
CO,. Los cultivos se revisaron a diario mediante microscopio invertido y el
medio de cultivo se cambi6 cada 48 a 72 horas. En ensayos previos se
determind que la fase logaritmica estuvo comprendida entre el cuarto y sexto
dia de iniciado el cultivo y siete a ocho dias después del inicio de los cultivos
se alcanzo6 la fase estacionaria.
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Efecto de la fase de crecimiento celular, proporcién parasito:célula y la
temperatura de incubacion sobre las amastigotas: siguiendo la metodologia
descrita por Chang (20) con algunas modificaciones, se procedi6 a infectar los
macréfagos de la linea celular continua DH82 con promastigotas de Leishmania
chagasi/infantum, cuando los parésitos se encontraban en fase logaritmica de
crecimiento. El medio empleado para el mantenimiento de las células
infectadas fue el mismo utilizado para la linea celular con la diferencia que fue
suplementado con 20% de SFB.

Para la infeccion de las células se procedi6 de la siguiente manera: a) Se
desprendié la monocapa de un cultivo celular en fase estacionaria, se realizé
recuento celular y se anfadi6 5 mL de la suspensién celular, los cuales
contenian aproximadamente 3x10° células (dia cero de la curva de crecimiento
celular) a tres frascos de cultivo de 25 cm?, luego se agregaron los parasitos a
razén de 10, 25, y 50 paréasitos por célula. Finalmente, los cultivos fueron
incubados a una temperatura 33°C.

b) Por otra parte, se emplearon cultivos de la linea celular en fase estacionaria
sin desprender la monocapa con aproximadamente 8x10° células (octavo dia de
la curva de crecimiento celular). Posteriormente, se agregaron los parasitos
resuspendidos en el medio de cultivo a razén de 10, 25, y 50 parasitos por
célula, incubando los cultivos a las temperaturas de 33 y 37°C.

En ambos casos los cultivos de macréfagos infectados fueron observados
diariamente usando un microscopio invertido con la finalidad de examinar la
cantidad de paréasitos libres y para estimar el porcentaje de infeccidn se
examinaron al menos 100 macréfagos mediante frotis preparados por
citocentrifugacion y tefidos con Giemsa modificado (Dip Quick Satin de
Jorgensen Laboratorios, Inc.) utilizando un microscopio compuesto con objetivo
de inmersion (100X).

Microscopia electrénica: el estudio ultraestructural de las células infectadas y
de los amastigotas intracelulares, se realiz6 de acuerdo a los descrito por
Balanco et al. (12), con las siguientes modificaciones. La monocapa de un
cultivo infectado se desprendié con un raspador mecanico y fue fijada con
glutaraldehido al 1,25 g/100 mL, luego el paquete celular fue lavado 2 veces
usando MEM base sin suplementar y, posteriormente, fue lavado una vez con
buffer fosfato salino 10 mmol/L pH 7,2 para finalmente ser post-fijado con
tetraoxido de osmio al 2 g/100 mL durante hora y media. El| paquete celular
resultante fue lavado, deshidratado en etanol y luego embebido en resina.
Cortes finos fueron contrastados con acetato de uranilo y citrato de plomo para
ser examinados en un microscopio electrénico de transmisién.

RESULTADOS

Ensayos de infeccion a macroéofagos: los promastigotas de Leishmania
chagasi fueron ingeridos por los macréfagos de la linea celular DH82 y luego
de su ingestion, éstos fueron observados individualmente o en grupos en el
citoplasma de la célula en su forma intracelular amastigota (Figura 1).
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Fig. 1: Microfotografia de las células de la linea
DH82 durante la infeccion experimental con
amastigotas de Leishmania chagasi/infantum,
tenidos con Giemsa modificado (1000x)

Efecto de la fase de crecimiento celular, proporcién parasito:célula y la
temperatura de incubacién sobre las amastigotas: el porcentaje de infeccién
obtenido al infectar células en el dia cero de la curva de crecimiento (3x10°) se
muestra en la Figura 2A, en la cual se observa que la proporcion de células
infectadas varia segun la proporcion pardasito: célula utilizada. Aunque los
menores porcentajes de infeccién se observaron al usar las proporciones 10:1
y 25:1, con cualquiera de las proporciones parasito:célula utilizada, el
porcentaje de infeccion disminuye significativamente a partir del cuarto dia;
esta reduccion estuvo acompanada de la visualizacién en los frotis por
citocentrifugacion de un gran niumero de células en division.

Cuando la infeccién de los macré6fagos se nicia utilizando las células durante la
fase estacionaria se observd que independientemente de la proporcién
parasito:célula utilizada el porcentaje de infeccion obtenido es mucho mas
elevado que el obtenido al infectar células en el dia cero de la curva de
crecimiento (Figura 2B), en este caso el porcentaje de infeccién fue superior al
65% independientemente de la proporcién parasito:célula. Por otra parte, al
infectar los cultivos en la fase estacionaria la proporcién 50:1 mostr6 mayor
rendimiento, en este caso se observé que 95% de las células albergaron
amastigotas tres dias
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Los cultivos iniciados usando monocapas en la fase estacionaria del
crecimiento celular e incubados a 37°C mostraron una menor proporcién de
células infectadas que aquellos iniciados con monocapas pero incubados a
332C, independientemente de la proporcion parasito: célula utilizada. Al incubar
los cultivos a 37 °C, se observd que con las proporciones 10:1 6 25:1 el
porcentaje de células infectadas fue inferior al 50% a lo largo del periodo de
observacién mientras que con la proporcién de 50:1 se obtuvieron porcentajes
de infeccion entre 80 y 40% los dias tres y siete respectivamente (Figura 2C).

Estudio Ultraestructural: La figura 3A muestra una célula que contiene un
parasito intacto. El amastigota mide 3,4 um de largo y 1,9 um de ancho,
presenta un nucleo redondo que mide 1,2 um de didmetro ubicado hacia uno de
los polos del parasito con cromatina condensada en histonas, un nucleolo que
mide 0,3 um de diametro y una bolsa flagelar en la cual se encuentra
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invaginado el flagelo. Adicionalmente se observdo en el citoplasma del
amastigota vesiculas de diferentes tamarfnios y densidades (Figura 3B).

Fig. 3: Microfotografia de la ultraestructura de un amastigota intracelular por microscopia electrénica de
transmisiéon. A = macréfago que contiene un amastigota (c: célula, a: amastigota, v: vacuola). 10.000x. B
= detalle del amastigota (n: nudcleo; nl: nucleolo, f: flagelo y bf: bolsa flagelar) 30.000 x.

DISCUSION

El uso de macréfagos con el propésito de realizar estudios in vitro ha sido
reportado por algunos investigadores (19-22,24) y su utilizacién representa una
valiosa herramienta en el estudio de las relaciones parasito-hospedador en la
leishmaniasis y la efectividad de drogas con potencial antileshmania ya que
ofrecen simplicidad y rapidez en los resultados.

Los resultados aqui presentados, muestran que la fase de crecimiento celular
utilizada para iniciar los ensayos de infeccion parece ser determinante en el
rendimiento de los cultivos de amastigotas; asi como también la proporcion
parasito:célula y la temperatura de incubacion.

Al usar células en dia cero de la curva de crecimiento e incubar las células a
temperatura de 33°C se observé que el porcentaje de infeccién méas alto se
obtuvo al utilizar la proporciéon parasito: célula 50:1. Sin embargo, se pudo
observar que independientemente de la proporcion parasito:célula ensayada el
porcentaje de infeccion comenzé a descender hasta llegar a valores similares a
partir del cuarto dia. Cuando las células fueron utilizadas en el dia cero de la
curva de crecimiento, se observaron abundantes células no infectadas en
mitosis, los macréfagos parecen reproducirse muy rapidamente, empleando
quizas un tiempo menor del que necesitan los amastigotas para multiplicarse,
romper la célula hospedera e invadir nuevas células.

Una situacién contraria fue observada al infectar cultivos celulares durante la
fase estacionaria, donde independientemente de la proporcién parasito:célula
utilizada se obtuvieron porcentajes de infeccion mucho mas elevados que aquel
obtenido con los cultivos iniciados en el dia cero de la curva de crecimiento.
Esto podria tener relaciéon con el uso de una linea celular continua durante el
desarrollo de los ensayos aqui descritos; la mayoria de los investigadores que
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han desarrollado modelos de infeccién a macr6fagos in vitro con promastigotas
utilizan cultivos celulares primarios (17,18,21,24,26,27), los cuales no tienen la
capacidad de multiplicarse como si lo hace una linea celular continua.

Existen evidencias de que el desarrollo intracelular de Leishmania spp estéa
fuertemente afectado por la temperatura (20,26,27). Al evaluar este aspecto se
observé que aunque los cultivos que fueron incubados a 37°C se estabilizaron
en menor tiempo (24 horas), tanto el porcentaje de infeccion como el nimero
de amastigotas disminuyé drasticamente durante el periodo de observacion. Al
contrario, cuando los cultivos fueron incubados a 33°C el numero de
amastigotas y el porcentaje de macréfagos infectados fue mucho mayor.
Recientemente, se han infectado macr6fagos peritoneales de perro con
amastigotas de L. chagasi, los cuales se han mantenido a 34 °C, lograndose
tasas de infeccién muy proximas al 100% (24); asi mismo, para L. mexicana
(agente etiolégico de leishmaniasis cutanea) se ha encontrado que la funcion
de ciertas enzimas involucradas con la sintesis de ARN esta asociada con la
temperatura (27). Posiblemente la reduccién de la temperatura favorezca la
entrada del parasito a la célula, su diferenciacién y su suprevivencia en el
interior de los macréfagos, dada la depresiéon de la capacidad leishmanicida de
los macréfagos (28,29,30).

Las microfotografias electrénicas muestran parasitos intactos en el interior de
las células asi como también muestran los detalles de la ultraestructura de los
amastigotas obtenidos, evidenciando que la linea celular DH82, es apta para el
desarrollo de los amastigotas de Leishmania chagasi.

El establecimiento de cultivos de amastigotas de L. chagasi en macrofagos de
perros (linea celular DH82), el cual es considerado el principal reservorio del
agente etiolégico de la leishmaniasis visceral americana, representa una
contribucién muy valiosa para esta area de investigaciéon, ya que el sistema
propuesto proporciona una herramienta para el conocimiento de Ilos
mecanismos que permiten la supervivencia de estos parasitos en el interior del
fagolisosoma de los macrofagos y la relacion parasito-hospedador en el
progreso de la enfermedad; asi como también ofrece un modelo para el estudio
del efecto de drogas con potencial antileishmania sobre la forma del parasito
responsable de la patologia.
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