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Interaccion de Leishmania (L.) chagasi con la linea celular Lulo
en diferentes condiciones ambientales

Interaction of Leishmania (L.) chagasi with the Lulo cell line in different environmental conditions
VICTOR ACERO', EDNA GALEANO!, MARTHA AYALA?2, JAIME CASTELLANOS?, FELIO BELLO*

Resumen. Existen eventos desconocidos o pobremente comprendidos en las interacciones Leishmania-
célula hospedera que ameritan estudios en nuevos modelos in vitro. El proposito del presente trabajo
fue evaluar, teniendo en cuenta variables de temperatura, concentracion de C0, y cambios morfométricos
de las células, la interaccion de Leishmania chagasi con una linea celular (Lulo), previamente estable-
cida, derivada de tejidos embrionarios de Lutzomyia longipalpis. La linea celular J774 se utilizé como
control positivo de la infeccion. La cepa MH/CO/84/CI-044B de L. chagasi se uso para los ensayos de
infeccion. Los parasitos se adicionaron a las células adheridas, tanto de Lulo como de J774, en una
proporcion de 5:1. La incubacion se efectud a 28°C y 37°C, en ausencia ypresencia de CO,. Se realizo6
un estudio morfométrico de las células antes y después de la infeccion. Las caracteristicas
ultraestructurales, tanto del parasito como de las células, se analizaron por microscopia electronica. El
mayor porcentaje de infeccion en las células Lulo a 28°C se registro el dia seis post-infeccion (26,8%),
mientras que a 37°C, sin atmosfera de CO,, el maximo valor (30,4%) se obtuvo el dia nueve. Los
analisis morfométricos mostraron un aumento significativo en el tamafio de las células infectadas de
Lulo a 28°C y de J774 a 37°C con y sin atmodsfera de CO, respectivamente.

Palabras clave: Caracteristicas ultraestructurales. Temperatura y CO,. Promastigote. Porcentaje de
Infeccion. Morfometria celular.

Abstract. There are unknown or poorly understood events in the Leishmania-host cell interactions
that merit studies in new in vitro models. The aim of the present work was to evaluate Leishmania
chagasi interaction with a cell line (Lulo) previously established and derived from Lutzomyia
longipalpis embryonic tissues, bearing different temperatures and CO, concentrations in mind and
morphometric changes of the cells. The J774 cell line was used as positive control of the infection.
The L. chagasi MH/CO/84/CL-044B strain was used for infection assays. The parasites were added to
adherent cells, in Lulo as well as J774, in a 5:1 ratio. Incubation was at 28°C and 37°C, in the absence
and presence of CO,. A morphometric study of the cells was carried out before and after infection.
Both parasite and cell ultrastructure characteristics were analyzed by electron microscope. The greatest
percentage of infection in the Lulo cells at 28°C (26,8%) was registered on day six post infection,
while at 37°C, in the absence of CO,, the maximum value (30,4%) was obtained on day nine. The
morphometric analyses showed a significant increase in the size of Lulo cells infected at 28°C and
J774 cells at 37°C with and without CO,, respectively.

Key words: Ultrastructure characteristics. Temperature and CO,. Promastigote. Percentage of infection.
Cell morphometry.

Introduccion

Los protozoos flagelados del género
Leishmania son parasitos intracelulares
obligados que asumen durante su ciclo
de vida varios estados morfologicos y
funcionales (Abdulrahman ef al. 1998).
Sin embargo, experimentalmente se ha
encontrado en el canal alimenticio del
flebétomo, después de una segunda co-
mida de sangre y en dias avanzados de
infeccion, formas del parésito semejan-
tes a amastigotes (Afiez et al. 2003) esto

plantea nuevos interrogantes sobre el ci-
clo bioldgico del parasito, particularmen-
te en el vector. El desarrollo del ciclo
biologico de los parasitos del género
Leishmania puede ser experimentalmente
estudiado in vivo e in vitro. En el primer
caso se utilizan hembras de flebétomos
para inducir la transformacion de especies
de Leishmania, particularmente de la for-
ma amastigota a la promastigota, median-
te la ingesta de sangre que contiene
amastigotes, tomada a través de membra-
nas artificiales. La diferenciacion de los

promastigotes ocurre en el intestino del
insecto, donde ademas éstos se replican
y pueden observarse en diferentes esta-
dos morfoldgicos; luego la transmision
se realiza en condiciones de laboratorio
por la picadura a ratones 6 hamsters
(Bates 1997; Killick-Kendrick 1986;
Molyneux y Killick-Kendrick 1986).
Experimentos in vitro emplean células
de exudado peritoneal de ratones y
hamsters, igualmente células macro-
fagicas tumorales de raton para repro-
ducir los mecanismos de diferenciacion,
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replicacion y maduracion de los parasi-
tos (Aikawa et al. 1982; Pearson et al.
1981; Chang y Dwyer 1976). De forma
similar, estos eventos se han podido es-
tudiar en lineas celulares de origen no
macrofagico, principalmente en cultivos
de fibroblastos (Hérvas-Rodriguez et al.
1996; Corte-Real 1995; Schwartzman y
Pearson 1985; Dedet et al. 1983; Chang
1978, 1979; Mattock y Petters 1975). Por
otra parte, los medios axénicos que fre-
cuentemente se emplean para mantener
estos parasitos en condiciones de labora-
torio se han usado para lograr la trans-
formacién in vitro de Leishmania,
principalmente de la forma promastigote
a la amastigote, mediante temperaturas
elevadas y pH acidos (Aquino ef al. 2002;
Saar et al. 1998; Leon et al. 1995;
Hodgkinson ef al 1996; Bates et al. 1992,
1993, 1994; Zilberstein 1991; Pan 1984).

Los cultivos celulares de insectos vec-
tores se emplean en forma extensiva para
estudios in vitro de arbovirus y también,
en investigaciones biomédicas y tecno-
logicas (Crampton et al. 1997; Igarashi
1985, 1978; Kuno ef al. 1985; Singh
1967; Kitamura 1965). En esta tltima
linea de accion, han empezado también
a explorarse los usos en estudios de co-
cultivos con parasitos (Fampa et al.
2003; Leake 1997), cobrando esta situa-
cion particular relevancia si se tiene en
cuenta que, a pesar de los adelantos ob-
tenidos con la implementacion de tec-
nologias avanzadas para el estudio in
vivo e in vitro de los parasitos del géne-
ro Leishmania, alin existen procesos bio-
quimicos, inmunoldgicos y moleculares
desconocidos o pobremente conocidos
en las interrelaciones parasito-hospede-
ro y parasito-vector que ameritan la uti-
lizacion de nuevos modelos celulares,
que permitan enfocar la atencion a los
eventos que ocurren entre los parasitos
y las células derivadas del vector.

En un trabajo preliminar Bello et al.
(2005) describieron el proceso de infec-
cion experimental de L. chagasi Marques
da Cunha & Chagas en la linea celular
Lulo, sustratos celulares que provienen
de tejidos embrionarios de L. longipalpis,
el vector primario de este parasito en su
ambiente natural; Estos autores compa-
raron este proceso con otro desarrollado
paralelamente en las células J774, toman-
do como referencia de la evaluacion de
ambos procesos los dias post-infeccion
dos, cuatro, seis, ocho y 10. Sin embargo,
no se valuaron factores ambientales ni
cambios morfométricos de las células. En
el presente trabajo se evaluo la inte-

raccion de L. chagasi con la linea celu-
lar Lulo (Rey ef al. 2000) teniendo en
cuenta variables de temperatura y con-
centracion de CO,, para determinar, me-
diante microscopia de luz, los porcentajes
e indices de infeccion y las modifica-
ciones morfoldgicas celulares inducidas
por la interaccion con el parasito. Se
analizaron ademas las caracteristicas
ultraestructurales del parasito y de las
células con el apoyo de microscopia
electronica.

Materiales y Métodos

El trabajo se realizo6 en el Laboratorio de
Entomologia, Biologia Celular y Gené-
tica, de la Universidad De La Salle, tuvo
una duracion de un afio y medio (2003-
2005).

Parasitos. Se utilizo la cepa MH/CO/84/
CL-044 de L. chagasi, suministrada por
el laboratorio de Parasitologia del Insti-
tuto Nacional de Salud de Colombia, la
cual se mantuvo en el medio NNN
bifasico modificado con Schneider’s y
enriquecido con suero fetal bovino (SFB)
(Gibco®) inactivado al 10% e incubado
a26°C.

Cultivos celulares. Se empleo la linea
celular Lulo (Rey et al. 2000) derivada
de explantes de tejidos embrionarios del
flebotomo L. longipalpis (Lutz y Neiva
1913), principal vector de L. chagasi
(Cunha y Chagas 1937). Esta linea celu-
lar se mantuvo in vitro en una mezcla de
medio L-15 (Sigma®) y Grace (Sigma®),
suplementado con 5% de suero fetal bo-
vino (SFB), penicilina 100 unidades/ml
y estreptomicina 100 pg/ml (Gibco®), a
28°C. Los subcultivos se efectuaron por
remocioén mecanica, previa observacion
de la monocapa confluente. Como con-
trol positivo de la infeccion se utilizo la
linea celular J774, aislada de células
reticulares de un sarcoma de raton (Mus
musculus) BALB/c, establecida por
Ralph et al (1975). Para el mantenimien-
to de estas células se utilizé el medio
RPMI (Sigma®), suplementado con SFB
inactivado al 5% y la incubacion se rea-
liz6 a 37°C.

Para los ensayos de infeccion, conteo y
morfometria, una vez se alcanzo la con-
fluencia en la monocapa de ambas lineas
celulares, se removieron mecanicamente
las células y a continuacidén se cen-
trifugaron a 900 g por 10 min, el botén
de células se resuspendid en el medio L-
15/Grace, se hizo conteo y se sembraron
aproximadamente 2 X 10° células por
cada pozo sobre laminillas de 12 mm de
diametro, en cajas de 24 pozos y se deja-

ron en crecimiento por 24 horas hasta
lograr adherencia completa de las
células.

Infeccién. A cada pozo de la caja de cul-
tivo se adicion6 1 ml de una suspension
de parasitos en forma de promastigote (1
x 10° parasitos/ml), éstos se tomaron en
la fase estacionaria y la proporcion
aproximada parasito/célula fue de 5:1
(Pessotti et al. 2004; Fampa et al. 2003).
Luego, se llevaron a incubacién a 28°C
y a 37°C por 24 horas. Réplicas exactas
sin parasitos fueron incubadas al mismo
tiempo como controles. Las cajas de cul-
tivo incubadas sin CO, a ambas tempera-
turas fueron selladas con Parafilm. Las
cajas incubadas en ambiente de CO, al
5% no se sellaron, para permitir el inter-
cambio gaseoso. Después de 24 horas de
incubacion, todas las células fueron la-
vadas con solucion salina para retirar el
exceso de parasitos y se adicioné medio
fresco L-15/Grace. Los cultivos se obser-
varon diariamente con un microscopio
invertido (Olympus CK2). Al tercer dia
post-infeccidn, se retir6 el medio de cul-
tivo de todos los pozos y se sacaron las
laminillas correspondientes a ese dia, al
resto de pozos se les adicion6 medio fres-
co. El mismo procedimiento se realizd
en los dias seis y nueve post-infeccion.
Las laminillas se dejaron secar al ambien-
te por una hora y posteriormente se fija-
ron con metanol absoluto (Merck®) por
24 horas. Luego fueron tefiidas con el
colorante de Giemsa (Merck®) al 10%
durante 10 minutos, se lavaron con agua
destilada para retirar los excesos de colo-
rante y se dejaron secar durante 24 horas.
Finalmente, se les realiz6 un montaje
permanente sobre laminas portaobjetos
con Entellan (Merck®).

Conteos y analisis de infeccion. Las
laminillas con ambos tipos de células se
observaron en un fotomicroscopio
(Olympus BX60) con objetivo de inmer-
sion (100X) para realizar el conteo de
las células infectadas y el nimero de
amastigotes en cada una de ellas. Se con-
taron en promedio 200 células por cada
laminilla y fueron evaluadas cuatro de
tres experimentos independientes. Se de-
termind el porcentaje e indice de infec-
cion; este ultimo parametro se calculd
multiplicando el porcentaje de infeccion
celular por el promedio de amastigotes/
célula (Lonardoni et al. 2000). Las va-
riables que se tuvieron en cuenta en el
proceso de infeccion fueron: a) tempe-
raturas de 28 y 37°C y b) presencia o
ausencia de CO,.
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Morfometria celular. A células no in-
fectadas e infectadas de ambas lineas ce-
lulares (J774 y Lulo), tomadas de las
monocapas confluentes, se les realizo un
analisis morfométrico. Se capturaron ima-
genes de todas las condiciones experi-
mentales, mediante una camara Sony
Hyper HAD adaptada a un microscopio
de luz (Olympus CH30). Se digitalizaron
aproximadamente 400 células por cada
variable utilizada en los experimentos,
con el fin de comparar el area, eje mayor
y menor de las células seleccionadas. El
proceso de medicion se realizd con el
software Image Pro-Plus (Media
Cybernetics).

Microscopia electrénica de transmi-
sion. Cultivos celulares de Lulo, conte-
nidos en cajas de 35 mm de diametro se
incubaron a 28°C, en ausencia de CO, y
se infectaron con promastigotes de L.
chagasi. Los cultivos celulares infecta-
dos se fijaron con glutaraldehido fresco
al 3% disuelto en buffer fosfato 0,1 M
con un pH 7,2, durante una hora a 4°C.

Luego, se lavaron por cinco minutos tres
veces inmersos en el anterior buffer y
fueron post-fijadas por una hora con
tetroxido de osmio al 1%. A continua-
cidn, se lavaron de nuevo, fueron deshi-
dratadas en una serie ascendente de
alcoholes y embebidas en Epon (Poly-
science®). Se obtuvieron secciones
ultradelgadas usando un ultramicrétomo
y se tifleron con acetato de uranil y citrato
de plomo. Las muestras se examinaron
en un microscopio electronico de trans-
mision marca Zeiss EM 110 (Almeida de
Faria et al. 1999).

Analisis estadistico. A los datos de las
infecciones se les hizo una transforma-
cion angular (arcoseno de la raiz cuadra-
da de la proporcion) y fueron sometidos
a un test de ANOVA de una via y a una
prueba de comparaciones multiples de
Student Newman-Keuls, usando el pro-
grama Simstat para Windows (Version
1.31). Las proporciones de infeccion a
28 y 37°C y los valores obtenidos con y
sin atmoésfera de CO,, se compararon
usando la prueba t de Student. La varia-
ble de area celular se analizé usando un
test Kolmogorov-Smirnov (Young 1977).

Resultados

Infeccion celular. Se registrd infeccion
de las células con el parasito en todos los
ensayos. Este se observo en forma de
amastigote en las vacuolas parasitoforas,
lo cual indica que previamente hubo
internalizacion de los promastigotes, con-
version a las formas amastigotes y multi-

plicacién intravacuolar. Sin embargo, la
intensidad de este proceso dependio de
las variables utilizadas. Hubo resisten-
cia de los promastigotes para desprender-
se de las células, al realizarse los lavados
con solucion salina 24 horas post-infec-
cidn, indicativo de fuerte adherencia de
los parésitos a la membrana celular. En el
control positivo con células J774 fue
evidente el proceso infectivo, mediante
el registro de amastigotes en las vacuolas
parasitoforas. En la figura 1a se muestra
una célula Lulo con amastigotes intra-
celulares.

Porcentaje de infeccion. El dia seis se
registré el mayor porcentaje de infec-
cion (26,8%), en la linea celular Lulo
infectada y mantenida a 28°C sin atmos-
fera de CO,, mientras que en los dias
tres y nueve, los valores correspondie-
ron a 10,8% y 14,1%, respectivamente.
A 37°C sin atmodsfera de CO,, para los
dias post-infeccion tres y seis se deter-
minaron porcentajes relativamente altos
de infeccion (16,8% y 15,1% respecti-
vamente); sin embargo, el dia nueve
mostro el mayor registro de infeccion
(30,4%). El mayor porcentaje de infec-
cion (19,6%) en las células Lulo a 37°C
con una atmosfera de 5% de CO, se re-
gistro el dia nueve.

Los experimentos con el control posi-
tivo de la infeccion (células J774), en
ausencia de CO,, mostraron que a 37°C
hubo mayor infeccion celular en el dia
tres (44,8%). De forma similar, con 5%
de CO, el mayor porcentaje de infec-

A

cidn (42,8%) ocurrid al tercer dia, pre-
sentdndose una ligera disminucién a
medida que el periodo post-infeccion
se prolongd. El test Student del por-
centaje promedio de infeccion indicod
diferencias entre las células Lulo infec-
tadas a 28°C (17,2%) y las células in-
fectadas a 37°C (20,8%) sin atmosfera
de CO, (P=0,0002). Igualmente, se en-
contraron diferencias entre las células
Lulo infectadas a 37 °C (20,7%) y los
resultados a la misma temperatura de
incubacion con 5% de CO, (14,4%)
(P=0,0000002) (Tabla 1).

Nimero de amastigotes por célula. En
la linea celular Lulo a 28°C, observamos
que al avanzar en los dias de infeccion
aumentd progresivamente el nimero de
amastigotes por célula, con el valor pro-
medio mas alto (7,6) el dia nueve. Con-
trariamente, en las células Lulo a 37°C
sin CO, se registraron 3,6 amastigotes/
célula en el dia seis; mientras que para
los dias tres y nueve post-infeccion, co-
rrespondieron a valores de 2,5 y 2,9 res-
pectivamente. Cuando las células Lulo
se incubaron en una atmosfera de 5% de
CO, el numero fue de 3,6 amastigotes/
célula, para el dia seis al contrario de lo
que ocurrio el dia nueve, cuyo valor fue
el mas bajo (2,6). En el control positivo
de la infeccion a 37°C, con y sin atmads-
fera de CO,, se observo mayor registro de
parasitos por célula para el dia tres; en-
contrandose 11,9 para el caso de células
incubadas con CO, y 12,9 para las culti-
vadas sin CO,.

Figura 1. A. Célula Lulo infectada con el parasito Leishmania chagasi, se observan amastigotes
(flechas) al interior de vacuolas parasitoforas. 100X. B. Microfotografia de una célula Lulo
infectada. Se muestran dos amastigotes dentro de una gran vacuola (cabezas de flecha), en
estas formas del parasito se distinguen subestructuras, tales como saco flagelar y microtubulos

caracteristicos (21600X, escala = lum).
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indice de infeccién. El mayor indice de
infeccion se registrd en la linea celular
J774 con un promedio (calculado con los
datos de los tres dias) de 413,9 en ausen-
cia de CO,; en la linea celular Lulo a
28°C se obtuvo un promedio de 104,5,
siendo mas alto en comparacion con Lulo
a37°C con atmosfera de CO, (61,5) y sin
atmosfera de CO, (40,4) (Tabla 1).

Morfometria celular. Las mediciones de
area celular para la linea Lulo, eviden-
ciaron el pleomorfismo de esta linea, pues
las células se agruparon principalmente
en tres rangos de area, las mas numero-
sas, pequefias (menores de 50 umz), las
intermedias (con areas entre 51 y 90 umz)
y las grandes (con areas mayores a 90 um”)
(Fig. 2A barras grises). Se compar6 entre
las células infectadas en las diferentes
condiciones y se registro un aumento sig-
nificativo de la proporcidon de células
pequefias infectadas a 37°C con CO,
(65,1%) con respecto a los controles de
infeccion sin CO, a 28 °C (54,8%) (Test
de Kolmogorov-Smirnoff, p<0,05). El
aumento de la infeccion de células pe-
quefias ocurri6 al tiempo que hubo una
disminucién en el porcentaje de células
grandes infectadas (34,8% en el control
de infeccidn vs 21,8% en las células Lulo
infectadas a 37 °C en presencia de CO,)
(Fig. 2A).

En las células J774 se observa que la in-
feccion induce un aumento en el area,
pues la mayoria de las células en los cul-
tivos no infectados tuvieron areas entre
16-30 pmz (48,5%), segun las distribu-
ciones calculadas con base en el tamafio
celular, y esta poblacidon virtualmente
desaparece después de la infeccion. Se
observo un aumento en el porcentaje de
las poblaciones celulares con un area
entre 51 y 90 um2 en los cultivos infecta-
dos. Como se observa en la Figura 2B
(barras blancas y grises), la interaccion
con el parasito produjo un aumento sig-
nificativo en las células con areas mayo-
res a 110 umz, pues a pesar de que la
poblacion no infectada en este rango es
de 12,0%, se encuentran grandes propor-
ciones de células infectadas, en ausencia
(52,1%) o en presencia de CO, (36,2%)
en el mismo rango.

Microscopia electronica de transmision.
Se observo la infeccion y localizacion
del parasito L. chagasi en las lineas celu-
lares seleccionadas, con clara definicion
de detalles ultraestructurales, y optima
conservacion morfoldgica. También, se
registro la integridad morfologica del
parasito en el momento del contacto con
las células. Se hizo patente la transfor-

macion del parasito L. chagasi en la li-
nea celular Lulo, mediante la observa-
cion de amastigotes intracelulares (Fig.
1b), demostrando que las células Lulo son
un sustrato eficiente para el desarrollo
del ciclo bioldgico del patogeno. En la
linea celular J774 se encontraron células

con numerosas vacuolas, mitocondrias y
elementos organelares caracteristicos y
en estrecho contacto con células vecinas
a través de sus procesos citoplasmaticos.
También, se presentaron amastigotes
intracelulares del parasito, confirmando-
se el proceso de infeccion.
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Figura 2. Histograma de distribucion de frecuencias. A: Células Lulo segin su area celular,
bajo varias condiciones. Barra gris, analisis morfométrico de las células Lulo no infectadas, se
muestra un promedio de las células mantenidas en dos diferentes temperaturas, pues la distri-
bucion es la misma, independiente de la temperatura de mantenimiento (28 y 37 °C). Solamen-
te se observaron diferencias significativas en el test de Kolmogorov-Smirnoff al comparar las
células infectadas y mantenidas a 37 °C en ambiente de CO, con respecto al control (barras
oscuras). El mantenimiento de células infectadas sin atmosfera de CO, a 28°C (barra con
diagonales) y a 37°C (barra blanca), no produjo cambios en los rangos de area presentes, en
comparacion con las células sin el parasito (p>0,05). B: Células J774. Barra oscura, analisis
morfométrico de las células J774 no infectadas. La presencia o ausencia de CO, en estas células
no cambié la distribucidén en cada rango de area. Las barras blancas corresponden a células
infectadas e incubadas a 37°C sin CO,. Las barras grises muestran el comportamiento de las
células infectadas e incubadas en ambiente de CO,. Se encontré que la distribucion de las
poblaciones es estadisticamente diferente entre células infectadas vs. células no infectadas y
también si se infectaron en presencia o no de CO, (Test de Kolmogorov-Smirnoff, p<0,05).
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Tabla 1. Porcentajes promedio de infeccion y razones amastigote/célula obtenidos en el proceso de infeccion de Leishmania chagasi en las
lineas celulares Lulo y J774 bajo diferentes condiciones de cultivo y en diferentes tiempos después de la infeccion.

Dias post-infeccién

3 6 9
Temp Atm % Infec Amal/cel ind Infec % Infec Amal/cel ind Infec % Infec Amal/cel ind Infec
Lulo Sin .
2eCc €O, 10,8 + 1,0 3,1+1,1 33,4+25 26,8+ 0,6 6,4+43 171,568 14,1 +4,7 7,6+ 14 107,1+ 9,6
Sin
Co, 16,8+ 1,1 25+1,7 42+49 15,1+ 1,3 3,629 543409, 30,4+ 0,9° 29+1,0 88,1+ 5,4
Lulo
37°C Con
Co, 12,0+ 0,8 28+24 33,6+2,9 11,5+ 0,9 32+1,4  368+29 19,6+ 0,7° 2,6 £2,0 50,9+ 4,3
Sin
1774 CO, 44,8+ 0,3 129+1,0 5779+ 12,6 42,6+ 0,9 10,1+ 0,7  430,2+ 6,9 24,5+0,8 10,5+ 1,2 257,2+2,0
37°C
g‘g’ 42,1+ L0 11,9+ 1,2 5009 + 12,6 392402 95+14 3724494 327408 86+ 1,0 281,24+ 73

Temp: temperatura, Atm: atmosfera, % Infec: porcentaje de infeccion, Ama/cel: amastigotes por célula, Ind Infec: indice de infeccion. Los
valores representan el promedio+DE. Diferencias altamente significativas para Lulo: a 228°C sin CO,, a ®37°C sin CO,, a°37°C con CO,, ANOVA
(P<0,01). Diferencias altamente significativa para J774 a 937°C sin CO,, a ©37°C con CO,, ANOVA (P<0,01)

Discusién

En el presente trabajo se demuestra por
primera vez el proceso infectivo en pre-
sencia de variables de temperatura y CO,
y con repercusiones a nivel de la morfolo-
gia celular. Los parasitos tuvieron una
fuerte adhesion a las células Lulo, inde-
pendientemente de la variable analizada,
demostrando la afinidad entre el parasito
y la célula hospedera, lo cual permite in-
ferir que ésta puede presentar receptores
de membrana que facilitaron la union, para
luego dar paso a la internalizacion del
parasito y la subsiguiente conversion de
la forma promastigote a la amastigote.
Ademas, hay que tener en cuenta la capa-
cidad pluripotencial que probablemente
desarrollaron muchas células Lulo para lo-
grar la diferenciacion en endociticas y asi
poder efectuar el englobamiento de los
parasitos. Esta situacion, bajo otras cir-
cunstancias experimentales, es similar a
la observado por Souza et al. (1977), quie-
nes afirmaron que en el proceso endocitico
potencial pudieron haber influido facto-
res como el polimorfismo, componentes
de membrana y carga eléctrica.

Las células Lulo presentaron capacidad
para interactuar con los parasitos, origi-
nando modificaciones durante el desarro-
llo celular con posterior alojamiento de
los parasitos; como lo muestra la presen-
cia de vacuolas y formas amastigotas en
su interior. Ademas, se han descrito parti-
culas similares a carbohidratos alrededor
de las membranas celulares de los parasi-
tos, identificadas mediante marcadores
especificos por microscopia electronica,
las cuales pueden ser considerados favo-
rables al proceso de interaccion de los

parasitos con las células (Sacks y Kamhawi
2001), similar a como ocurre en el intesti-
no medio del flebotomo.

A 28°C sin CO, se increment0 el porcen-
taje ¢ indice de infeccion en las células
Lulo del dia tres al dia seis, disminuye-
ron ambos parametros para el dia nueve.
Esta situacion es similar a la reportada
por Bello et al. (2005), quienes determi-
naron incrementos en estos mismos para-
metros de infectividad desde el dia dos
hasta el dia seis y luego disminuyeron
paulatinamente hasta el dia 10 post-in-
feccion. Por el contrario, a 37°C en au-
sencia o presencia de CO,, los cultivos
tuvieron un alto porcentaje e indice de
infeccion el dia tres. La situacion de las
células J774, mostrd alto porcentaje de
infeccion el dia tres, comparado con las
células Lulo, lo cual permite inferir que
este indicador de infeccion en los dias
anteriores venia en aumento e incluso se
pudo mantener en ese ritmo ascendente
hasta el dia cinco, disminuyendo ligera-
mente el dia seis, para luego descender
hasta el dia nueve, donde se registraron
los valores mas bajos. El efecto del tiem-
po de infeccion del parésito en las célu-
las J774 coincide parcialmente con los
resultados de Bosque et al. (1998), quie-
nes registraron incrementos del indice de
infeccion de L. panamensis en macrd-
fagos derivados de monocitos, en los
tiempos de una, 24 y 48 horas post-infec-
cion y luego, a las 72 horas el valor des-
cendié. Sin embargo, en este mismo
trabajo aumento el porcentaje de células
infectadas y el nimero de parasitos por
célula en fagocitos mononucleares a tra-
vés de todos los tiempos de exposicion

tomados en la evaluacion del proceso
infectivo (dos, 24, 48, 72 y 120 hr).

Lo observado a 37°C sin atmosfera de
CO, durante los ensayos de infeccion de
L. chagasi en las células Lulo demostro
que, selectivamente, muchas de estas cé-
lulas al multiplicarse, permitieron la
internalizacion y replicacion de los pa-
résitos aun con los porcentajes de infec-
cion mas altos a los registrados a 28°C,
presentandose en los analisis estadisti-
cos diferencias significativas. Esto de-
muestra la capacidad de las células Lulo
como hospederas del parasito, en condi-
ciones adversas de temperatura, pero, al
mismo tiempo, favorables a los amasti-
gotes si tenemos en cuenta que el prome-
dio de la temperatura en la vacuola
parasitofora del hospedero mamifero se
encuentra en este valor. Los experimen-
tos en cultivos de Lulo con atmosfera de
CO, a 37°C, mostraron valores de infec-
cion estadisticamente menores a lo regis-
trado en ausencia de CO,.

La alta infeccion del parasito en las cé-
lulas Lulo a 28°C, posiblemente se debe
a que el medio de cultivo de los insec-
tos posee un pH ligeramente acido con
respecto a otros medios de vertebrados
y, en ausencia de una atmoésfera de CO,,
éste desciende a niveles criticos de aci-
dez, lo cual favorece la infectividad de
los parésitos, siendo concordante con lo
reportado por Zilberstein y Shapira
(1994), estos autores sometieron pro-
mastigotes y amastigotes de Leishmania
sp a diferentes pH y temperaturas, en-
contrando que los parasitos se adapta-
ron mejor a pH bajos y a temperaturas
relativamente altas. El metabolismo del
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amastigote esta adaptado a un pH acido
(Glaser et al. 1988) y estos organismos
pueden atravesar el gradiente de proto-
nes a través de su membrana, formada
sobre condiciones acidicas para condu-
cir el transporte activo de glucosa y
aminoacidos (Zilberstein 1991; Glaser
et al. 1988). Este mecanismo puede con-
tribuir al mantenimiento del pH acido
en la vacuola parasitofora.

Con respecto al control positivo del es-
tudio, la linea celular J774, los porcenta-
jes, indice de infeccion y numero de
amastigotes por célula fueron mas altos
comparados con las células Lulo, debido
a que estas células presentan caracteristi-
cas macrofagicas (Papadimitriou y Ash-
man 1989; Ralph et al. 1975) y se
encuentran adaptadas fisiologicamente
como hospederas del parasito.

Segun el analisis morfométrico, la tem-
peratura de incubacién no afect6 los por-
centajes de células no infectadas en cada
rango (barra gris en la figura 2). De igual
manera, las células infectadas e incuba-
das a 37°C en ausencia de CO,, no cam-
biaron los perfiles de area con respecto a
los controles (p>0,05), como si ocurrid al
incubar las células infectadas a 28°C,
cultivos en los cuales se aumento signi-
ficativamente el grupo de células mayo-
res de 90 um”, con una disminucidén
consecuente en los grupos de células pe-
queilas e intermedias. El mayor cambio
en la morfologia ocurrié cuando se incu-
baron las células Lulo infectadas a 37°C
con atmosfera de CO,, pues se encontr6
un aumento significativo en el porcenta-
je de células pequenas (16-50 pmz), al
tiempo que una disminucion de las célu-
las grandes (mayores de 90 umz); este
hallazgo estuvo relacionado con un ma-
yor niimero de amastigotes intracelulares.
Se podria pensar que la presencia de CO,
favorecio la infeccion en la célula y la
capacidad de alojar los parasitos de L.
chagasi. Lareplicacion y transformacion
in vitro de parasitos de Leishmania en las
células Lulo y en las J774, originaron
cambios en la morfologia celular, lo cual
finalmente podria haber terminado en
lisis, fenomeno que se observa en la in-
feccion natural in vivo de Leishmania en
las células del hospedero. Esto concuer-
da con lo reportado en otros estudios
quienes comprobaron que la replicacion
de patdgenos en células de mamifero oca-
siona cambios en su morfologia (Carrasco
1987; Paez y Esteban 1987; Ulug et al.
1987, Carrasco et al. 1989).

En los cultivos de J774, la infeccion pro-
dujo un aumento en el area de las células,

las poblaciones de células mas pequenas
desaparecieron y se incrementd el por-
centaje de células intermedias y grandes.
La poblacion de células mayores a 110
um”, fue cinco y tres veces mayor en au-
sencia o presencia de CO, respectivamen-
te, indicando que el parasito podria estar
induciendo agravamientos celulares o
sincitios.

En el desarrollo del proceso de infeccion,
las células experimentaron aumento en
su tamafio hasta alcanzar areas superio-
resalll umz, en donde se ubico el ma-
yor porcentaje de células. Este aumento
en el tamafio celular, probablemente, se
debid a los cambios metabdlicos que in-
dujo el parasito al internalizarse y trans-
formarse en amastigote.

Los cultivos celulares derivados de L.
longipalpis permitieron la adhesion,
internalizacion y transformacion biolo-
gica de los parasitos de L. chagasi.
Probablemente muchas células Lulo pu-
dieron expresar su capacidad pluripo-
tencial, como células embrionarias no
diferenciadas, al convertirse en hospede-
ras del patdgeno configurandose en una
herramienta 1til de investigacion para re-
producir algunos procesos de infeccion
del parasito que eventualmente pueden
ocurrir en las interacciones parasito-hos-
pedero-vector. Esto puede apoyar estra-
tegias eficaces en el control del parasito.
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