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LEISHMANIASIS

ESTUDIOS IN VITRO DE CRECIMIENTO Y SENSIBILIDAD A DROGAS

S. MARTINEZ, D. L. LOOKER, J. J. MARR

Utilizando un método sencillo previamente
desarrollado en nuestro laboratorio, hemos
logrado infectar una linea celular continua de
macréfagos humanos U937 con promastigotes
de dos cepas de Leishmania brazilensis brazi-
lensis aisladas en Colombia. Estas cepas fueron
ademads analizadas con pruebas de sensibilidad
a Pentostam, allopurinol y allopurinol-ribésido.
Este nuevo sistema sera de mucha utilidad en
varios aspectos relacionados con la enfermedad
y elimina de hecho las dificultades inherentes
a otros sistemas in vitro.

INTRODUCCION

Los experimentos disefiados para estudiar
leishmanias in vitro han sido siempre limita-
dos por las dificultades en la preparacion de
las células huéspedes, de los parasitos o de
ambos, especialmente al aplicarlos al estudio
de la accion de agentes quimioterapéuticos, la
relacion huésped-parasito y el metabolismo de
los amastigotes de leishmanias. Los sistemas
corrientemente disponibles usan macréfagos
de exudado peritoneal (1, 2), la linea celular
503 de sarcoma canino (3, 4) células tumora-
les murinas P388D1 y J774 (5, 6) o macrofa-
gos derivados de monocitos normales humanos
(7,8). Todos ellos tienen limitaciones, en
algunos casos porque las células no son de ori-
gen humano, en otros porque las poblaciones
celulares no son uniformes o porque no es
posible obtener cantidades suficientes de célu-
las. Asi mismo, la mayoria de estos sistemas
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celulares deben ser infectados con amastigotes
provenientes de tejidos de animales infectados.

En los experimentos que aqui presentamos
hemos utilizado promastigotes de leishmanias
para infectar una linea celular continua de
macrofagos humanos U937, la cual fue aislada
por Sundstrom y Nilson en 1976 (9). Sobre la
base de estudios citoquimico-enzimaticos, de
microscopia electronica y analisis de glicopro-
teinas de superficie, ha sido posible demostrar
el origen monocitico de estas células (10-12).
Las caracteristicas que ellas presentan son las
siguientes: capacidad fagocitica, receptores Fc
para IgG, respuesta al factor inhibitorio de la
migracion, citotoxicidad anticuerpo depen-
diente y patrones enzimaticos similares a
macrofagos humanos normales (13-17). Cuan-
do las células U937 son estimuladas con linfo-
quinas desarrollan propiedades funcionales de
macrofagos activados, tales como la produccion
de superdxido y las actividades microbiciday
tumoricida (18-22). De la misma manera pue-
den ser activadas cuando son tratadas con
myristato-acetato de phorbol, un activador de
la protein-quinasa C que las transforma en
células diferenciadas, adherentes y sin
division (23).

Creemos que este es un sistema ideal para
el crecimiento de leishmanias in vitro aplicable
al estudio de sensibilidad a drogas, en el cual
la célula huésped es de origen humano, similar
a la de la infeccion natural. Asi mismo, este
método es susceptible a manipulacén de labo-
torio y muy reproducible por usar una linea
celular continua, la cual proporciona grandes
cantidades de células homogéneas que pueden
ser directamente infectadas con promastigotes,
eliminandose la necesidad de purificar amasti-
gotes de tejidos animales. Es ademas ideal
para ser aplicado a la clinica ya que los resul-
tados pueden ser obtenidos en periodos rela-
tivamente cortos (8 dias) comparados con
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los requeridos para el tratamiento de la enfer-
medad clinica (4 a 6 semanas).

MATERIAL Y METODOS

Cultivos: Las células U937 fueron mante-
nidas a 37°C como cultivo en suspension en el
medio de Iscove con suplemento de 10% suero
fetal de ternera inactivado al calor (60°C por
30 minutos). Las transferencias de células se
efectuaron cada 5 dias a una concentracidn
de 1 X 10° células/ml.

Los promastigotes de Leishmania brazilen-
sis brazilensis (cepas 1010 y 2008) fueron
aislados de pacientes colombianos y propor-
cionados amablemente por la Dra. Nancy Sara-
via (CIDEI-Colciencias, Cali, Colombia). Las
cepas fueron mantenidas a 26° C en el me-
dio de Hosmen (24) con suplemento de
10% suero fetal de ternera. Los pasajes se
efectuaron cada 7 dias comenzando con una
concentracion de 1 x 10° paréasitos/ml.

Estudio de crecimiento: 1 X 10° células
U937 fueron colocadas en frascos de plastico
de 25 ml conteniendo 10 ml de medio de cul-
tivo al cual se afadieron 10 nanogramos/ml de
PMA. Después de dos dias las células se dife-
renciaron formando una superficie celular
unica, adherente y sin division celular. En este
estadio las células fueron infectadas con
2.5 X 107 promastigotes de las cepas de leish-
mania mencionadas, las cuales se encontraban
en fase estacionaria de crecimiento. La relacion
final parasito/huésped fue de 25 a 1. Los fras-
cos fueron incubados por dos horas a 34°C,
después de lo cual fueron lavados tres veces
con 10 ml de soluciéon de Hans para remover
los promastigotes libres. Las células infectadas
fueron matenidas a 34°C en 10 ml de medio
de cultivo el cual fue renovado cada 2 dias
por un periodo de 8 dias.

Para determinar el crecimiento de los para-
sitos en las células infectadas, éstas fueron
fijadas y tefiidas con la tinciéon diferencial de
Dif-Quick. Los fondos de los frascos donde se
encontraba la capa de células fueron cortados
con una espatula de metal caliente. Usando el
objetivo de inmersion en aceite se estudiaron
consecutivamente 100 células y se determind
el porcentaje de células infectadas y el numero
de amastigotes y promastigotes por célula
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huésped. Este procedimiento se realizd cada
dos dias durante el periodo de 8 dias. Los
experimentos de crecimiento fueron realiza-
dos por triplicado.

Pruebas de sensibilidad: Se llevaron a cabo
siguiendo el mismo procedimiento descrito
para el estudio de crecimiento, pero cambian-
do el medio de cultivo normal por otro con-
teniendo diferentes drogas, a partir del segun-
do dia después de la infeccion. Se usaron dos
drogas analogas de inosina: allopurinol y allopu-
rinol-ribosido. Las concentraciones en el medio
de cultivo fueron de 10, 5, 1, 0.5 y 0.1 micro-
gramos/ml para cada una. Estos compuestos
son de uso experimental y conocidos por su
actividad contra Leishmania aonovani en otros
sistemas in vitro. También se uso stibogluco-
nato de sodio (Pentostam) a concentraciones
de 50, 10, 5, 1 y 0.5 nanogramos/ml; esta
droga es comunmente usada para tratar la
enfermedad clinica. Cada concentracion de
droga fue estudiada en triplicado. El procedi-
miento de conteo fue también igual al descrito
para las pruebas de crecimiento.

RESULTADOS

El crecimiento de amastigotes en las cepas
1010 y 2008 de Leishmania brazilensis brazi-
lensis en las células U397 se muestra en la
tabla 1. Dos dias después de la infeccidn, los
porcentajes de células infectada fueron de
76% y 85% respectivamente. Estos porcenta-
jes se incrementaron a 90% o mas a los 8 dias
de incubacion. Al segundo dia después de la
infeccion mas del 95% de los promastigotes se
transformaron en amastigotes intracelulares.
El numero total de amastigotes por célula
huésped se incrementd diariamente durante
los 8 dias de la prueba, llegando a alcanzar
valores promedio de 22 y 28 parasitos por
célula en las cepas 1010 y 2008 respectiva-
mente. En contraste, el numero de promasti-
gotes disminuyd rapidamente. Las curvas de
crecimiento de estas dos cepas se ilustra grafi-
camente en la figura 1. La figura 2 muestra
una microfotografia tomada en microscopio
de luz de una tipica célula U937 infectada por
numerosos amastigotes intracelulares.

En la figura 3 se mue stra la curva de inhibi-
cién del crecimiento de amastigotes por el
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Figura 1. Curva de crecimiento de los cultivos de células
U937 infectadas con Leishmania brazilensis brazilensis, cepas
1010 (————) y 2008 (- ).

Figura 2. Infeccién tipica de las células U937 por numerosos
amastigotes intracelulares. Tincidn diferencial de Dif-Quick.
Aumento 100 X.

Pentostam. La dosis requerida para inhibir
50% del crecimiento del parasito, dosis efectiva
50 (DE50), fue de 25 nanogramos/ml para
ambas cepas. Las DES50 para el allopurinol y
allopurinol-ribosido en la cepa 2008 fueron
de 2 y 1 microgramo/ml, respectivamente
(Figura 4).
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Figura 3. Curva de inhibicién del crecimiento de las cepas
1010 (===} y 2008 (———) por el stibogluconato de sodio.
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Figura 4. Curva de inhibicidn del crecimiento de la cepa 2008
por allopurinol (———) y allopurinol vibosido (- ).

DISCUSION

Como se demuestra en la tabla 1 y en la
figura 1, la linea celular de macréfagos huma-
nos U937 se infecta facilmente por los promas-
tigotes de leishmania, los cuales se diferencian
rapidamente en amastigotes. Estos amastigotes
se replican intracelularmente alcanzando nive-
les adecuados para el estudio de crecimiento
de dicho parasito. Como hemos comunicado
previamente (25), este método de crecimiento
puede ser aplicado al estudio del metabolismo
y de la sensibilidad del parasito a las drogas.

El uso de una linea celular de macrdéfagos
humanos tiene una seric de ventajas sobre
otros métodos reportados. Ninguin otro siste-
ma experimental, exceptuando las lineas celu-
lares murinas P388D1 y J774 (5, 6), permite
el crecimiento de amastigotes en cantidades
suficientes para este tipo de estudios. Las
células murinas mencionadas tienen la desven-
taja de que sus reacciones metabolicas son
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Tabla 1, Crecimiento de amastigotes de Leishmania brazilensis brazilensis (cepas 1010 y 2008) en las células U937.

Porcentaje de Amastigotes Promastigotes Porcentaje de Amastigotes
células infectadas por célula por célula amastigotes totales x 10°
Dias de
infeccion 1010 2008 1010 2008 1010 2008 1010 2008 1010 2008

2 76 85 10 9 0.2 0.4 97 96 8 8

4 82 20 13 15 0.1 0.2 99 98 11 13

6 86 92 16 22 0 0 100 100 14 20

8 90 96 22 28 0 0 100 100 20 27

diferentes a las de las células humanas; tal es
el caso del metabolismo de la 9-deazainosina,
el cual es diferente en células L de raton (26)
comparadas con células humanas (25).

Los macréfagos derivados de monocitos de
sangre periférica humana, pese a que pueden
ser infectados con promastigotes de leishma-
nia, no proporcionan un numero suficiente de
parasitos que pueda ser utilizado en estudios
metabdlicos. El crecimiento del parasito en
estos macrdfagos es mas lento y en menor
numero en comparacion con la linea U937
(25) y ademas estd sujeto a las variaciones
inherentes a los distintos individuos que
donan los monocitos.

Los resultados obtenidos en las pruebas de
sensibilidad a drogas (DES50), tales como la
del Pentostam, fueron comparables a los obte-
nidos en otros sistemas (27-29). Es interesante
anotar que aunque la cepa 2008 mostré una
proporcion de crecimiento mayor a la de la
cepa 1010, la respuesta al Pentostam fue idén-
tica para ambas. Esto indica que la actividad
de la droga es independiente del crecimiento
del parasito. Asi mismo, sabemos que la cepa
1010 fue obtenida de un paciente con leishma-
niasis cutanea el cual no respondid a sucesivos
tratamientos con Pentostam. El hecho de que
su sensibilidad in vitro a esta droga sea igual a
la de la cepa 2008 sugiere la posibilidad de
que otros factores inherentes al huésped mas
que al parasito puedan jugar un papel impor-
tante en esta respuesta terapéutica.

Para la prueba de sensibilidad al allopurinol
y allopurinol-ribosido se escogio la cepa 2008
debido a su mayor crecimiento. Las DE50 de
2 y | microgramos/ml respectivamente fueron
similares a las que se han comunicado en otros
sistemas (27-29).

Los experimentos descritos en este articulo
fueron hechos usando promastigotes de leish-
mania en fase estacionaria de crecimiento. Esta
es una condicion indispensable para que el sis-
tema funcione, y ha sido también comunicado
por otros investigadores (30-33).

Estamos realizando actualmente nuevos ex-
perimentos tratando de utilizar el método
propuesto, tanto para el crecimiento de otras
especies de leishmania, como para el estudio
de sensibilidad a otros agentes quimioterapéu-
ticos, solos o en combinacion. Creemos que
este tipo de investigacidn serd eventualmente
de gran utilidad en el manejo clinico de las
enfermedades leishmaniasicas con sus variantes
severamente cronica (forma cutanea), desfigu-
rante (forma mucocutanea) y fatal (forma
visceral).

SUMMARY

Using a very simple method developed in
our laboratory, we have been able to infect
a continuous human macrophage cell line
with two different strains of Leishmania brazi-
lensis brazilensis isolated in Colombia. These
strains were also tested to know their sensiti-
vity to Pentostam, allopurinol and allopuri-
nol-riboside. This new in vitro system elimina-
tes the inherent problems of other systems
and should be useful for studies related to the
clinical disease.
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