Articulo Original

REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA

CAPACIDAD INFECTIVA DE PROMASTIGOTES EN FASE

ESTACIONARIA DE Leishmania (Viannia) braziliensis y Leishmania

(Viannia) peruviana, EN LINEA CELULAR DHS82

Karen Daphne Calvay-Sanchez'2, Nyshon Maximo Rojas-Palomino??, Aidé Clorinda Sandoval-Juarez?®,

Alberto Cisneros-Tarmefio®°, Cristian Obregén-Cahuaya*?, Gloria Sonia Minaya-Gémez?¢

RESUMEN

Objetivos. Determinar la capacidad infectiva de los promastigotes de Leishmania (V.) peruviana y Leishmania (V.)
braziliensis en la linea celular macréfago-monocitica de Canis familiaris DH82. Materiales y métodos. Se realizd un
estudio experimental durante los meses de enero a diciembre de 2013. Se utilizaron cepas referenciales de Leishmania
(V.) braziliensis MHOM/PE/84/LC53 y Leishmania (V.) peruviana MHOM/PE/84/LC26. La linea celular fue infectada
con promastigotes en fase estacionaria y la capacidad infectiva fue determinada como el producto del porcentaje
de macréfagos infectados por el promedio de amastigotes por macréfago infectado, observado al microscopio de
epifluorescencia. Resultados. El 13% de formas metaciclicas para Leishmania (V.) braziliensis correspondio al dia
17,5 posinoculacion y para Leishmania (V.) peruviana un porcentaje de 9,5% en el dia 14,5. No se encontré diferencia
significativa entre la capacidad infectiva de los promastigotes en fase estacionaria de ambas especies. Conclusiones.
Se recomienda evaluar la capacidad infectiva de los promastigotes metaciclicos de cepas de Leishmania (V.) peruviana
y Leishmania (V.) braziliensis en lineas celulares, a fin de determinar el modelo de infeccién in vitro mas adecuado,
que permita efectuar estudios de susceptibilidad a las drogas leishmanicidas de mayor eficacia para el control de la
enfermedad.
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INFECTIVITY OF PROMASTIGOTES IN STATIONARY PHASE OF
Leishmania (Viannia) braziliensis AND Leishmania (Viannia) peruviana,
IN CELL LINE DH82

ABSTRACT

Objectives. To determine the infectivity of promastigotes of Leishmania (V.) peruviana and Leishmania (V.) braziliensis in
monocyte-macrophage cell line DH82 of Canis familiaris. Materials and methods. \Was conducted a experimental study
during the months of january to december 2013. Were used strains of Leishmania were used (V.) braziliensis MHOM /
PE /84 / LC53 and Leishmania (V.) peruviana MHOM / PE / 84 / LC26. The cell line was infected with stationary phase
promastigotes and infectivity was determined as the product of percent infected macrophages average amastigotes per
macrophage observed in epifluorescence microscope. Results. 13% of metacyclic forms to Leishmania (V.) braziliensis
corresponded to 17.5 days post inoculation and Leishmania (V.) peruviana a percentage of 9.5% on the day 14.5. No
significant difference was found between infectivity of stationary phase promastigotes of both species. Conclusions. It
is recommended assess the infectivity of metacyclic promastigotes peruviana strains of Leishmania (V.) and Leishmania
(V.) braziliensis cell lines in order to determine the most appropriate model in vitro infection, allowing leishmanicidas
make the drug more effective susceptibility studies for disease control.

Key words: Leishmaniasis; Virulence; Cell line, Leishmania braziliensis (source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

Laleishmaniosis es unaenfermedad metaxénica parasitaria
que afecta aproximadamente a 12 millones de personas en
el mundo, y que se manifiesta con formas clinicas variadas
como la leishmaniosis cutanea, leishmaniosis mucosay la
leishmaniosis visceral . Se ha reportado en 98 paises y
se ha estimado un total de 0,2 a 0,4 millones de casos por
ano para la leishmaniosis visceral y 0,7 a 1,2 millones de
casos estimados por afio para las formas cutaneas de la
enfermedad, siendo de Afganistan, Argelia, Iran, Etiopia,
Norte de Sudan, Siria, Brasil, Colombia, Costa Rica y Peru
los paises que reportan entre el 70 a 75% de la incidencia
global estimada para esta forma clinica @; en el Peru se
ha reportado en los ultimos 5 afios, méas de 6 mil casos por
ano, lo cual representa aproximadamente el 9,6% de casos
reportados en América ¥; es la segunda endemia de tipo
tropical y la tercera causa de morbilidad por enfermedades
transmisibles luego de la malaria y la tuberculosis .

La virulencia es el grado de patogenicidad, inherente de
un agente infeccioso, para causar o infringir dafio a una
persona bajo condiciones clinicas *%, y que involucra
diversos factores como los microbioldgicos, patoldgicos
y genéticos ©®, en el caso de los parasitos intracelulares
como Leishmania, lavirulenciaestarelacionada, ademas,
con la capacidad de sobrevivencia, la diferenciacién y la
multiplicacion en condiciones adversas del fagolisosoma
de los macrofagos del hospedador vertebrado ©), el
cual contiene enzimas proteoliticas que pueden matar
o digerir al parasito; si el parasito logra evadir esta
respuesta, se multiplica en el macrofago, provocando
su lisis y liberandose como amastigote, siendo
posteriormente, fagocitados por otros macréfagos,
células dendriticas y dentro de fibroblastos ®, mientras
que la capacidad infectiva o infectividad es un término
que define a la capacidad de un microorganismo para
ingresar, diseminarse y reproducirse o multiplicarse
al interior de un hospedero ya sea a nivel celular, de
tejido u o6rganos ©19; anteriormente esta cualidad del
microrganismo fue definido como “agresividad”, término
que entré en desuso debido al significado amplio e
inespecifico que representa ("-12).

El género Leishmania, presenta durante su ciclo dos
formas evolutivas: el estadio amastigote, forma no
flagelada presente en los macrofagos del hospedero
mamifero y el estadio promastigote, forma flagelada
presente en el vector (® y que involucra a varias especies
del género Lutzomyia; son las hembras hematofagas
quienes mediante la picadura de un hospedero mamifero
se infectan al ingerir las formas amastigotes junto con
la sangre; y es en el intestino medio del vector donde
los amastigotes se convierten de la forma no flagelada
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e inmdvil a la forma flagelada como consecuencia del
cambio de condiciones de pH y temperatura (¥; se
multiplican rapidamente por division binaria y a los pocos
dias, inician el proceso de migracién hacia el intestino
medio toracico y a la valvula cardiaca, adhiriéndose
a las microvellosidades del esoéfago y la faringe, por
medio de su flagelo; en este proceso, el parasito sufre
cambios genéticos, bioquimicos y morfolégicos (4. Esta
migracion tiene consecuencias adversas en el vector,
principalmente en el proceso de ingesta de la sangre,
debido al bloqueo de las valvulas estomodeal y cardiaca,
ademas del intestino medio por la acumulacién de un gel
rico en carbohidratos que es formado por los productos
de secrecion del parasito, que permite la acumulacion de
un mayor numero estos; debido a que estas valvulas se
encuentran bloqueadas, el insecto vector debe realizar
mas de un intento de succion durante la picadura y cuando
lo logra, se permite el flujo en ambas direcciones de la
sangre, del mamifero hacia el vector y de los parasitos
del vector hacia el mamifero (4,

El proceso de metaciclogénesis es la transformacion de
amastigotes a promastigotes avirulentos o no infectivos
(prociclicos) y de estos en promastigotes virulentos
(metaciclicos), tiene lugar en el intestino medio del vector
con una duracion de 10 a 11 dias, de los cuales requiere
de 3 dias para el cambio de amastigotes a promastigotes
avirulentos y de 7 a 8 dias para la transformacion de
estos a promastigotes virulentos, otras investigaciones
sefialan que el proceso de metaciclogénesis puede
alcanzar una duracion de diez a catorce dias (1*19,

Para lograr una aproximacion de los procesos
involucrados en la infeccion natural, los estudios
de infeccion in vitro de Leishmania requieren de la
obtencidon de los promastigotes metaciclicos, estadio
que cuenta con mayor virulencia en comparacion con
los promastigotes prociclicos ('®'") por la presencia de
glicoproteinas, principalmente la glicoproteina 63 (gp63)
13 que es una metaloproteasa de zinc abundante
en la superficie de los promastigotes. Otros estudios
realizados en el subgénero Leishmania, revelan que
durante la metaciclogénesis, el lipofosfoglicano (LPG),
un glicolipido presente también en la superficie de
los promastigotes del parasito que interactia con la
superficie epitelial del intestino medio permitiendo su
adhesion, sufre modificaciones estructurales en sus
cadenas laterales que involucran a monosacaridos,
en el caso de Leishmania (L.) major involucra a una
hexosa (galactosa) y a una pentosa (arabinosa) (®, y
en L. (V.) braziliensis, se ha reportado que el LPG se
encuentra en menor cantidad en comparaciéon a las
especies del subgénero Leishmania, pero al igual que
en estas, las formas promastigotes cuentan con una
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mayor proporcion de estas moléculas en comparacion
de las formas metaciclicas. Mediante pruebas
inmunohistoquimicas se demostré que el LPG en las
formas promastigotes prociclicas y metaciclicas que
se encuentran adheridas al epitelio del intestino medio
del vector, cuentan con residuos de [(1,3)glucosa;
otras modificaciones que han sido involucradas en esta
interaccion del parasito con el vector son la galactosa,
la manosa y la glucosa (29, La transformaciéon de
promastigotes prociclicos a metaciclicos involucra
modificaciones bioquimicas, moleculares y genéticas
que proporcionan al promastigote metaciclico
resistencia a la lisis mediada por el complemento @22,
facilitan el proceso de fagocitosis por los macréfagos ?),
aseguran la supervivencia del parasito en condiciones
adversas en el fagolisosoma del macréfago, inducen la
formacion de proteinas de la familia de las quinasas y
regulan la produccién del éxido nitrico en las vacuolas
fagocitoforas 2029,

El objetivo de esta investigacion fue determinar la
capacidad infectiva de los promastigotes Leishmania
(V.) braziliensis y Leishmania (V.) peruviana en fase
estacionaria %24 en condiciones in vitro en la linea
celular DH82; asi mismo, contribuir en la busqueda de
un modelo celular con fines de infeccién in vitro que
permita realizar ensayos de susceptibilidad en formas
amastigotes a drogas leishmanicidas y la evaluacion de
nuevas alternativas terapéuticas de bajo costo y menor
toxicidad.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio de tipo experimental en los
ambientes del Laboratorio de Leishmaniosis del Centro
Nacional de Salud Publica, Instituto Nacional de Salud,
durante los meses de enero a diciembre de 2013.

Se utilizaron cepas referenciales de Leishmania
(V.) braziliensis MHOM/PE/84/LC53 y Leishmania
(V.) peruviana MHOM/PE/84/LC26. Estas cepas
criopreservadas a -80 °C, fueron descongeladas y
cultivadas a 24 °C en medio Drosophila de Schneider’s
(Gibco-Life technologies) a pH 6,5 suplementado con
10% de suero fetal bovino inactivado (SFBI) a 56 °C y
gentamicina (medio Schneider’s completo pH de 7,0),
conservandose por pasajes sucesivos cada 20 dias.

CURVA DE CRECIMIENTO
Para obtener la curva de crecimiento, las cepas

de Leishmania (V.) braziliensis y Leishmania (V.)
peruviana fueron cultivadas en 2 mL de medio

Schneider’s completo a una concentracién de 5 x
102 parasitos/mL e incubados a 29 °C, etapa que
correspondié al punto inicial o TO de la curva de
crecimiento. El recuento de parasitos mediante
camara hematocitométrica, se efectué cada 12 h,
durante 18 dias consecutivos.

RECUENTO DE FORMAS METACICLICAS

Se tomé una alicuota del cultivo de parasitos cada
12 h durante los 12 dias de la fase estacionaria, se
colorearon por tincién Giemsa, para determinar el dia
posinoculaciéon con el mayor porcentaje de formas
promastigotes metaciclicos, estas fueron definidas
por la forma y proporcion del cuerpo con el flagelo.
Los recuentos de 100 parasitos se realizaron por
duplicado.

LINEA CELULAR

Se utilizé la linea celular ATCC de macréfago de
Canis familiaris DH82, proporcionada por el Area
de Cultivo Celular del Instituto Nacional de Salud
(INS), y que se encuentra criopreservada a -80
°C; esta linea celular fue descongelada, cultivada
y mantenida en medio minimo esencial (MEM)
suplementado con 15% de SFBI mas solucion de
antibidtico-antimicético (medio MEM completo), a
37 °C, en presencia de CO, al 5%, para el presente
estudio se empled la linea celular en fase logaritmica
obtenidos a partir del cuarto pasaje.

INFECCION IN VITRO

Los macréfagos paralos del grupos control y de infeccion,
obtenidos de la fase logaritmica, fueron depositados a
una concentracion de 4 x 10*cel/mL, sobre una laminilla
de vidrio colocada en la base de los 24 pocillos de placas
para cultivo celular; las placas fueron incubadas a 37 °C
por 72 h en presencia de CO,al 5%.

Los parasitos en fase estacionaria fueron colectados
del medio Schneider’s del dia con el mayor porcentaje
de las formas promastigotes metaciclicos; se
centrifugaron a 5000 rpm por 5 min, se lavaron en
solucion salina fisiologica (SSF) estéril tres veces, y
fueron resuspendidos en medio MEM completo.

El ensayo de infeccidon se realizd en dos grupos; en
ambos, los parasitos fueron inoculados a 10, 15y 20
parasitos/células aproximadamente, en el cultivo celular
de macréfagos de 72 horas de incubacion; las placas
fueron incubadas a 37 °C con 5% de CO,. Luego de
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24 h de infeccion, se retird el primer grupo de laminillas
de vidrio correspondiente al tiempo inicial o cero
(TO) de infeccion; en el segundo grupo, el medio de
cultivo conteniendo parasitos no internalizados en los
macroéfagos se retiré a las 24 h y se restituyd con medio
MEM completo, y se incubd por otras 24 h a 37 °C, con
5% de CO,, al término de los cuales se retiraron las
laminillas correspondiendo al tiempo 1 (T1) de infeccion;
en ambos grupos las laminillas fueron retiradas
agregandosele suero humano con inmunoglobulina
G (IgG) anti-Leishmania, posteriormente, se adiciono
anti-lgG  humano conjugado con isotiocianato de
fluoresceina (Sigma), las laminas fueron observadas
empleando microscopio de epifluorescencia (Axio
Scope.A1 - CarlZeiss).

EVALUACION DE LA CAPACIDAD INFECTIVA

Se evaluaron 100 macréfagos por grupo (grupo control,
grupo TOy T1 de infeccion), se considerd el promedio
de amastigotes por macrofago y el porcentaje de
macrofagos infectados; para ello se empled el objetivo
de 100x en microscopio de epifluorescencia.

Ladeterminacion de la capacidad infectiva (Cl), siguiendo
lo reportado por Monzote et al. ®), corresponde al
producto del promedio de amastigotes por macrofagos
(9) infectados por el porcentaje de macréfago infectado.

ANALISIS DE DATOS

El promedio y la desviacion estandar de los amastigotes
por macrofago y el porcentaje de macréfagos infectados
fueron determinados en el programa Microsoft Excel
2010; el analisis estadistico se realizd inicialmente
mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, para
determinar si la diferencia entre los resultados a diferentes
proporciones de parasitos/célula era significativa (p<0,05)
seguido por la prueba de Wilcoxon para determinar
si existia diferencia significativa entre Leishmania (V.)
braziliensis 'y Leishmania (V.) peruviana (p<0,05),
empleando el programa estadistico R version 3.1.2.

RESULTADOS

Las curvas de crecimiento obtenidas para Leishmania
(V.) braziliensis y Leishmania (V.) peruviana, se observo,
que la fase de latencia durd aproximadamente 24 h,
iniciandose la fase exponencial temprana al segundo dia
posinoculacion, la fase exponencial se prolongé hasta el
dia 6; a continuacion, se observd que ambas especies
entraron en fase estacionaria al dia 7 extendiéndose por
12 dias (Figura 1).
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Figura 1. Curva de crecimiento de Leishmania (V.) peruviana
y L. (V.) braziliensis en medio Schneider’s a pH 7,0, con
recuentos cada 12 h

Del recuento de parasitos de la fase estacionaria, se
observé que Leishmania (V.) braziliensis alcanzé un
maximo del 13% de formas metaciclicas a los 17,5
dias posinoculacion; y Leishmania (V.) peruviana
alcanzé el 9,5% de formas metaciclicas a los 14,5 dias,
los obtencion de promastigotes en fase estacionaria
para los ensayos de infeccidn, se realizé a partir de
los dias obtenidos con el mayor porcentaje de formas
promastigotes metaciclicos determinados en la
presente etapa.

INFECCION IN VITRO

En la infeccion de los macréfagos de perro DH 82 con
los promastigotes en fase estacionaria, la capacidad
infectiva inicial (T,) encontrada fue de 3 y 4,12
para Leishmania (V.) braziliensis y Leishmania (V.)
peruviana respectivamente a diez parasitos/célula; en
el tiempo 1, la capacidad infectiva para Leishmania
(V.) braziliensis tuvo un incremento de 34,40 veces,
el valor alcanzado fue de 102,89, mientras, en el caso
de Leishmania (V.) peruviana la capacidad infectiva
alcanzé un valor de 118,68, que corresponde a un
incremento de 28,32 veces; a 15 y 20 parasitos/célula
para Leishmania (V.) braziliensis el incremento de la
capacidad infectiva fue de 4,2 y 4,9 respectivamente y
para Leishmania (V.) peruviana la capacidad infectiva
sufrié un incremento de 2,56 y 2,87 a las mismas
proporciones (Tabla 1).

Los datos fueron analizados mediante la prueba
Wilcoxon (p<0,05) determinandose que no existe
diferencia significativa entre ambas especies con
relacion a la capacidad infectiva de los promastigotes
en fase estacionaria.
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Tabla 1. Capacidad infectiva de Leishmania (Viannia) braziliensis y Leishmania (Viannia) peruviana

Leishmania (Viannia) braziliensis

Leishmania (Viannia) peruviana

Tiempo 0 (TO)

Tiempo 1 (T1)

Tiempo 0 (TO) Tiempo 1 (T1)

10 p/cel. 15 p/cel. 20 p/cel. 10 p/cel. 15 p/cel. 20 p/cel. 10 p/cel. 15 p/cel. 20 p/cel. 10 picel. 15 picel

20 plcel.

Porcentaje de @

i 3 16 29 2175 35 48,75 4 14,75 29,75 325 355 50,75

E;gcmt:ggdeg 6+14 32409 584127 4355 70:283 97,5233 8#28 295+21 595:120 65:7,1 71269 101,5:64
Pzl 1 16704 2301 47+34 321:04 67:03 103:02 38717 4,75:0,1 359:02 32706  840,2

amastigotes por @

ﬁ?ep;ff,'gad 3 2672 66,7 10223 11235 327,11 412 57,08 14131 11609 11445 406

Incremento con _ _ _ 34,08 42 . c = 28,32 2 2,87

respecto al TO

@: macréfago
plcel: parasitos/célula

DISCUSION

El presente estudio permiti6 evaluar la capacidad infectiva
en la linea celular ATCC de macrdéfago de Canis familiaris
DH82, de las formas promastigotes de Leishmania (V.)
peruviana y Leishmania (V.) braziliensis, obtenidos de la
fase estacionaria; asi mismo, se determiné que el mayor
porcentaje (13%) de formas metaciclicas para Leishmania
(V.) braziliensis correspondi6 al dia 17,5 posinoculacion y
para Leishmania (V.) peruviana un porcentaje de 9,5%
en el dia 14,5. El 13% de formas metaciclicas observado
en el presente estudio, es similar al porcentaje (12%)
reportado por Zakai et al., ?® quienes emplearon también
el medio Schneider’s suplementado al 20% de SFB,
pH 7,0 @?2_ El nimero de amastigotes por macréfagos
y el nimero de macrofagos infectados fue determinado
mediante la técnica de inmunofluorescencia directa, a

B Leishmania (V.) braziliensis
B [eishmania (V.) peruviana

10 20 10 20

porcentaje de @ infectados
= N W A o o N
O © & o © & o

o

15 15
paras/cel.paras/cel.paras/cel. paras/cel.paras/cel.paras/cel.

Tiempo 0 Tiempo 1

Figura 2. Porcentaje de macrofagos (9) infectados con
Leishmania (V.) braziliensis y Leishmania (V.) peruviana a
diferentes proporciones de parasitos/célula incubadas a 37 °C
con 5% de CO?

diferencia de trabajos anteriores, donde se empleo la
tincion Giemsa 9,

La capacidad infectiva obtenida para el tiempo 0
a 10 parasitos/célula, fue de 3 para Leishmania
(V.) braziliensis y para Leishmania (V.) peruviana
correspondio a 4,1, con un porcentaje de macrofagos

Figura 3. Macréfagos de Canis familiaris ATCC DH82 infectados
con Leishmania, visualizado por inmunofluorescencia directa,
100x. El grupo control se muestra en A) macréfagos no
infectados; los grupos infeccion se presentan en B) T de la
infeccion con Leishmania (V.) peruviana, a 15 parasitos/célula;
C) T, de la infeccion con Leishmania (V.) braziliensis, a 15
parasitos/célula; D, E, F) T, de la infeccion con Leishmania (V.)

peruviana a 20 parasitos/célula

| 37



REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA. 2015; 32(1):33-40.

Calvay-Sancheza KD F et al.

infectados de 3 y 4% respectivamente, y un amastigote
por célula en promedio; mientras que, la capacidad
infectiva inicial a 15y 20 parasitos/célula, en Leishmania
(V.) braziliensis alcanzé valores de 26,72 y 66,70, con
un porcentaje de macréfagos infectados de 16 y 29%
y un promedio de 1 a 2 amastigotes por macrofago
respectivamente; para Leishmania (V.) peruviana a las
mismas proporciones, la capacidad infectiva inicial fue
de 57,08 y 141,31 con 14,8 y 29,8% de macréfagos
infectados, con un promedio de 3 y 4 amastigotes por
macroéfago respectivamente.

La capacidad infectiva de Leishmania (V.) braziliensis a
las 48 h posinfeccién (tiempo 1), a 10 parasitos/célula
se increment6 34 veces y el porcentaje de macrofagos
infectados fue de 22%, siete veces mayor en relacion
al tiempo 0 con un promedio de cuatro amastigotes
por macréfago; mientras que, a 15 parasitos/célula,
el incremento de la capacidad infectiva fue de 4,2
veces y de 2,2 veces para el porcentaje de macrofagos
infectados con respecto al tiempo 0, con un promedio
de tres amastigotes por macrofago; a 20 parasitos/
célula la infectividad se incremento 4,9 veces, con un
49% de macroéfagos infectados, es decir 1,7 veces en
comparacion a la capacidad infectiva inicial (tiempo 0),
ademas, presenté un promedio de seis amastigotes
por macréfago, similares resultados fueron obtenidos
para Leishmania (V.) peruviana (Tabla 1); en ambas
especies, la mayor capacidad infectiva o infectividad
observada fue a 20 parasitos/célula, al igual que
el mayor porcentaje de macréfagos infectados y
numero de amastigotes por macrofago; sin embargo,
el incremento de la capacidad infectiva en relacion al
tiempo 0 fue mayor a la proporcion de diez parasitos/
célula para ambas especies.

Estudios sobre infectividad in vitro de Leishmania
(V.) braziliensis realizado por Kweider et al. ?7, en
macrofagos peritoneales de ratones inoculados con
promastigotes obtenidos en medio GLSH (glucosa,
lactoalbumina, suero y hemoglobina), a la proporcion
de diez parasitos/célula, reportaron que el mayor
porcentaje de macrofagos infectados asi como el
mayor promedio de amastigotes por macréfagos a
las 48 h, se obtuvieron con promastigotes en fase
estacionaria, en comparacion a la fase logaritmica y
la fase de declive o muerte, coincidiendo con nuestros
resultados; el porcentaje de macrofagos infectados
vario entre el 80-90% con un promedio de cinco a
seis amastigotes por macréfago a las 24 h y entre
90-100% con promedio de seis a siete amastigotes
por macréfago a las 48 horas @7, a diferencia del
presente estudio donde los valores encontrados
fueron menores.
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Del analisis realizado en el presente estudio, se
determind que no existe diferencia significativa entre
las especies a un nivel de confianza de 0,95; en el
tiempo 0, para 10, 15, y 20 parasitos/célula, se encontrd
diferencia significativa entre las tres proporciones;
mientras que, al tiempo 1, la diferencia significativa
estuvo entre 10 y 20 parasitos/célula (datos no
mostrados); nuestros resultados difieren de lo obtenido
in vitro por Gamboa et al ®®, quienes empleando
macrofagos de murinos RAW 264, inoculados con
30 parasitos/célula de formas metaciclicas obtenidas
a pH 5,5, en gradiente de ficoll a 30 parasitos/célula,
quienes encontraron que el porcentaje de macrofagos
infectados y el nUumero de amastigotes/célula fue mayor
para Leishmania (V.) braziliensis especialmente la
cepa de origen mucocutanea (MHOM/PE/91/LC2043)
seguido por la cepa de origen cutaneo (MHOM/PE/91/
LC2177); las especies de Leishmania (V.) peruviana
mostraron una menor infectividad principalmente la
cepa procedente de la sierra sur del Perd (MHOM/
PE/90/LCAOQ8) en comparacion a la cepa procedente
de la sierra norte (MHOM/PE/90/HB86) 28,

La diferencia con los resultados del presente
estudio, podria estar relacionada con la interaccion
de factores como la forma parasitaria empleada
(formas metaciclicas puras), la poblacion parasitaria
(homogénea o heterogénea), la linea celular empleada,
donde la susceptibilidad esta ligada a su naturaleza,
siendo los cultivos primarios los que presentan mayor
susceptibilidad, no obstante, presentan tiempo limitado
de crecimiento y bajo rendimiento @, ademas, las
diferentes lineas celulares secundarias presentan
receptores para los diversos factores de virulencia de
la especie de Leishmania ®); otros factores serian el
numero de pasajes (#%), y el pH del medio de cultivo
empleado en la obtencién de las formas virulentas o
metaciclicas (222830,

Basados en estos resultados, se recomienda evaluar la
capacidad infectiva de los promastigotes metaciclicos
de cepasde Leishmania (V.) peruvianay Leishmania (V.)
braziliensis en lineas celulares, empleando parasitos
recientemente aislados y promastigotes metaciclicos
obtenidos in vitro; a fin de determinar el modelo de
infeccién in vitro mas adecuado, que permita efectuar
estudios de susceptibilidad a las drogas leishmanicidas
existentes y a otras alternativas terapéuticas, para el
control de la enfermedad.
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