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Resumen 

Aunque el efecto de la temperatura en la transformación axénica de Leishmania ha sido 
ampliamente estudiado, el papel que esta variable juega en la transformación del parásito 
intracelular se desconoce. El objetivo del presente trabajo fue evaluar si la transformación 
intracelular de promastigotes en amastigotes ocurre a bajas temperaturas. Cuando se 
infectaron macrófagos murinos de la línea celular J-774 a dos temperaturas diferentes (24 
y 33"C), se observaron formas intracelulares de Leishmania amazonensis a las dos 
temperaturas. Los parásitos intracelulares producidos se compararon mediante criterios 
morfológicos, inmunológicos y ultraestructurales. Los resultados indican que los parásitos 
obtenidos en infecciones a 33% son similares morfológica, inmunológica y 
ultraestructuralmente con las formas intracelulares obtenidas in vivo conocidas como 
amastigotes; sin embargo, los parásitos producidos a temperaturas más bajas (24OC) no 
tienen similitud antigénica ni ultraestructural con los anteriores. Se concluye que la 
temperatura cumple un papel relevante en la transformación de la forma extracelular de 
Leishmania amazonensis hacia la forma intracelular durante su invasión a macrófagos 
murinos. 

Summary 

Although it is well known that the effect of temperature is important in the transformation 
of Leishmania promastigotes into amastigotes under axenic conditions, the contribution 
of this variable in the transformation of intracellular parasites is presently unknown. When 
J-774 murine cell line macrophages were infected with Leishrnania amazonensisat two 
different temperatures (24 and 33OC), intracellular parasites were observed at both 
temperatures. The resulting intracellular parasites were compared by morphological, 
immunological and structural criteria. The results indicate that while parasites produced 
at 33°C have characteristics similar to those previoulsy reported in the literature, infection 
of macrophages at lower temperatures resulted in intracellular parasites with no evidence 
of transformation into amastigotes. These results indicate that temperature is essential 
for the intracellular transformation of promastigotes into amastigotes. 

Los rnicroorganismos agrupados en el género extracelular (promastigote) que habita el intestino 
Leishmania requieren un hospedero invertebrado del insecto y mediante su picadura a un vertebrado 
-flebotomíneos del género Lutzomia- y uno penetra en su torrente sanguíneo, teniendo como 
vertebrado para completar su ciclo de vida. blanco las célulasfagocíticas del tipo macrófago. 
Leishmaniasepresentacornounacélulaflagelada Al interactuar con estas células, se hace intra- 
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celular y es incluido en un compartimento ácido, 
pH 4,75-5,50 (1, 2), conocido como vacuola 
parasitófora, dentro de la cual se transforma en 
una célula aflagelada, redondeada, de menores 
dimensiones que el promastigote, que se conoce 
como amastigote. Los amastigotes se reproducen 
y están en capacidad de invadir nuevas células 
hospederas. 

Varios estudios sobre transformación axénica han 
explorado independentemente variables como el 
aumento en la temperatura (7-1 0) y la disminución 
del pH(l1) y el efecto sumado de estas dos (12- 
16) en la diferenciación del promastigote en 
amastigote. El consenso que se desprende de 
estos ensayos afirma la importancia de estas dos 
variables en el procesode transformación (13,19). 

El cambio de promastigote en amastigote in vitro 
también se produce cuando promastigotes de 
Leishmania se ponen en contacto con cultivos 
primarios o líneas celulares de macrófagos, a 
temperaturas de 34 a 37OC, dependiendo de la 
especie de Leishmania (1 7-1 8). Los parásitos 
intracelulares producidos de esta manera 
presentan características antigénicas, mor- 
fológicas y ultraestruturales similares a las formas 
intracelulares que se producen en infecciones M1 
vivo (20, 31). En contraste, Lamy informa la 
transformación de Leishmania a temperaturas 
bajas, mediante la infección a macrófagos, 
indicando que la temperatura no es un factor crítico 
en el proceso de transformación de promastigote 
a amastigote (3-6). Estos resultados sugieren que 
la interacción entre el parásito y la célula 
hospedera o el microambiente generado dentro 
de la vacuola parasitófora pueden jugar un papel 
importante en la transformación. Sin embargo, el 
posible efecto de estas variables en la 
transformación no ha sido explorado expe- 
rimentalmente. 

Debido a que es posible infectar macrófagos in 
vitroa temperaturas en las cuales rutinariamente 
se mantiene la forma extracelular (promastigote), 
se hace factible evaluar el efecto del aumento de 
la temperatura en la transformación de 
promastigote a amastigote de Leishrnania durante 
la interacción con su célula blanco. 

El obietivo del Dresente trabaio fue evaluar si la 
transiormación' intracelular de promastigotes en 
amastigotes ocurre a 24"C, utilizando criterios de 
microscopía, ultraestructurales e inmunológicos. 

Materiales y métodos 

Parásitos: los parásitos utilizados corresponden 
a la Iínea celular de Leishrnania arnazonensis 
WR303, mantenida en el Laboratorio de Para- 
sitología del Instituto Nacional de Salud en medio 
de Schneider, suplementado con 20% de suero 
fetal bovino y 20 pg/mL de sulfato de gentamicina. 
Su pH final es 7,4. Los promasti-gotes en cultivo 
se mantienen a 24OC, con una concentración 
inicial de 1x1 06parásitos/mL y dilución del cultivo 
en medio completo cada cuatro días. 

Macrófagos: se utilizaron céiulas de la Iínea 
murina J-774, mantenidas en medio RPMI-1640 
suplementado con 10% de suero fetal bovino y 25 
pg /mL de sulfato de gentamicina. Las células se 
incubaron a 37°C en atmósfera de 5% de C0,en 
monocapas sobre cajas plásticas de 25 cmZ. 

Infecciones: las infecciones se llevaron a cabo 
colocando en contacto dos cajas de cultivo de 
macrófagos (80% de confluencia) en una relación 
1 :10 con una suspensión de promastigotes de fase 
estacionaria (17, 18, 31), e incubando a 24C en 
atmósfera de 5% CO, durante cuatro horas. 
Después de este tiempo, los parásitos que no 
estaban interactuando con los macrófagos se 
retiraron mediante tres lavados con RPMI. Se 
adicionó medio RPMl1640 suplementadocon 10% 
de suero fetal bovino y las muestras se incubaron 
a 24 y 33OC, respectivamente, con el fin de seguir 
la infección a estas dos temperaturas durante 48 
horas. 

Microscopía de luz: las muestras se tomaron de 
cada una de las cajas, en tres momentos 
diferentes: en el momento del contacto de los 
parásitos con los macrófagos, 24 y 48 horas 
después. Las muestras se colorearon con Giemsa. 
Se recolectaron células infectadas a las dos 
temperaturas en los tiempos referidos previamente, 
para incluirse en resina y preparar cortes de 500 
pm que se colorearon con azul de toluidina para 
su observación. 
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Inmunofluorescencia: se tomaron muestras de Cuadro 1. Porcentaje de rnacrófagos infectados 24 y 48 

las infecciones a 24 y 33%; se lavaron en PBS horas postinfección. 

para retirar el medio de cultivo y se procesaron de T % macrófagos Promedio 
acuerdo con Antoine (21), para ser expuestas a infectados amastigote/cel 

24 h 48 h 24 h 
reacción con el anticuerpo 2A3-26 donado por J-C 

48 h 

Antoine del Instituto Pasteur. Brevemente. las 24'c 52,5 (9,3) 28,5(8,5) 2,5(0,5) 1,8(0,59) 

células infectadas se fijaron con paraformaldehido 33°C 64,2(12,6) 42.5(17) 3.05(0.85) 2,0(0,4) 

al 4% se permeabilizaron con saponina 10 mg/ "8 

mL en PBS, para ser incubadas por una hora con 
el anticuerpo primario diluido 1 : lo0 y, después de 
tres lavados de diez minutos, incubadas por el 
mismo tiempo con el conjugado antirratón- 
fluoresceína, diluido 1 50. 

Microscopía electrónica: se retiraron los cultivos 
de macrófagos infectados y mantenidos a las dos 
temperaturas de la caja de cultivo, 24 y 48 horas 
después de la infección, para ser procesados en 
suspensión. Cada muestra se fijó durante 12 horas 
con glutaraldehído al 2,5% en solución amor- 
tiguadora de fosfatos 0 , lM y pH de 7,2. La 
posífijación se realizó con tetróxido de osmio al 
1% por una hora, se deshidrató completamente 
con concentraciones crecientes de etanol y se 
incluyó en resina L-R WHlTE , con acelerador de 
polimerización. Las rejillas se colorearon con 
acetato de uranilo y citrato de plomo. 

Resultados 

Con el propósito de establecer si los macrófagos 
murinos de la línea J-774 son blancode la infección 
por promastigotes de Leishmania amazonensisa 
24OC, se incubaron macrófagos y parásitos en una 
relación 1 :10 durante 4 horas en atmósfera de 5% 
de CO,. Después de este tiempo, se retiraron los 
parásitos no adheridos mediante lavados en medio 
RPMl y los macrófagos infectados se incubaron a 
24 y a 33%. 

El porcentaje de infección para las dos muestras 
se cuantificó contabilizando el número de ma- 
crófagos infectados con relación al número total 
de macrófagos. Como se muestra en el cuadro 1, 
los parásitos infectan macrófagos mantenidos a 
temperaturas bajas (24OC), con un porcentaje de 
infección similar a macrófagos mantenidos a la 
temperatura control (33OC). 

Estos resultados confirman la capacidad de 
promastigotes de Leishmania amazonensis de 

a: 0,5 

infectar macrófagos murinos de la línea J-774, a 
24°C en la cual la transformación de promastigote 
a amastigote no se produce en sistemas axénicos. 

Con el objeto de estudiar si las infecciones a 24OC 
conducen a la transformación de promastigotes 
de Leishmania amazonensis en la forma 
intracelular (amastigote), se realizó una com- 
paración, mediante microscopía de luz, de los 
parásitos intracelulares observados a 24% y a 
33OC. 

En la figura 1, se muestran macrófagos infectados 
provenientes de infecciones tanto a 24 como a 
33OC, fijados en metano1 y, posteriormente, teñidos 
con Giemsa. En las dos preparaciones, se pueden 
apreciar formas aflageladas del parásito y elip- 
soides al interior de vacuolas citoplasmáticas de 
los macrófagos. 

Con el propósito de evidenciar si los parásitos 
intracelulares de infecciones a 24OC son amas- 
tigotes, se utilizó el anticuerpo monoclonal 2A3- 
26 que reconoce antígenos específicos de la forma 
amastigote (21). El anticuerpo se incubó con 
macrófagos parasitados a cada una de las dos 
temperaturas y la reacción se visualizó mediante 
el uso de un anticuerpo contra inmunoglobulina 
de ratón, conjugado con fluoresceina. Obser- 
vaciones bajo microscopía de fluorescencia 
demuestran que los parásitos intracelulares en 
macrófagos mantenidos a 33OC presentan un 
patrón de reacción intenso sobre la superficie 
celular, con regiones de mayor intensidad y una 
posible localización cortical (figura 2). Estos 
resultados concuerdan con las observaciones 
previamente informados por Antoine (21). Cuando 
se observaron macrófagos infectados a 24OC bajo 
microscopía de fluoresecencia, los parásitos 
intracelulares mantenidos carecían de señal 
fluorescente. Estos resultados demuestran que 
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Figura 1. Macrófagos infectados con Leishmania. Coioración de Giemsa: A) macrófago infectado a 33% (t00X); B) 
macrófago infectado 24°C(100X). Se muestran parásitos intracelulares (P) con cinetoplastos visibles (K). 

Figura 2. lnmunofluorescencia indirecta de macrófagos infectados a 33% utilizando el anticuerpo monoclonal 2A3-26. A) 
Microscopia de luz de un macrófago infectado mostrando un parasito intracelular (flecha); B) Nótese la reacción positiva, 
evidenciada por fuerte fluorescencia sobre el citoplasma del parasito. 

los parásitos que infectan macrófagos a 24OC, no observar en la figura3, los parásitos intracelulares 
expresan algunos antígenos presentes en están incluidos en vacuolas citoplasmáticas 
parásitos que infectan macrófagos a temperaturas derivadas del macrófago, con un predominio de 
mayores. formas alargadas en fama de huco en las muestras 

Dado que los resultados obtenidos por microscopia mantenidas a 24% y de formas elipsoides y 

de fluorescencia indican que los parásitos redondeadas en las células mantenidas a 33%. 

intracelulares a 24°C presentan diferencias con Con el objeto de confirmar 10s resultados descritos 
respecto al control, se decidió utilizar otros criterios anteriormente, se procesaron muestras para 
de comparación de las formas intracelulares. microscopía electrónica de transmisión. En estas 
La observación por microscopía de luz de cortes imágenes, los macrófagos mantenidos a 33% 

semifinos (500 pm) de cada una de las muestras, muestran parásitos intracelulares con las carac- 
se realizó porque permite obtener una mayor terísticas m0rf0lógi~aS descritas previamente en 
resolución morfológica y, por tanto, una mejor la literatura para amastigotes de Leishmania 
caracterización de los parásitos intracelulares. Las amazonensis (1 3, 22), tales como: un flagelo 
imágenes de muestras fijadas e incluidas en resina retraido al interior de una bolsa flagelar dilatada, 
hidrosoluble fueron obtenidas de cortes de ésta y cercano a vesículas rodeadas de membrana 
coloreadas con azul de toluidina. Como se puede conformando el poloflagelar, núcleo y cinetoplasto 
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de rnacrófagos infectados. A) Macrófago infectado a 24% 
(100X); B) Macrófago infectado a 33% (100X). En ambos 
casos, obséwense los parásitos intracelulares (P) al interior 
de una vacuola parasitófora. 

(figura 4). Las imágenes de los macrófagos 
mantenidos a 24% muestran parásitos incluidos 
en vacuolas que presentan núcleo y cinetoplasto 
visible y contenido citoplasmático difuso (figura 
5A). En otras imágenes a esta misma tem- 
peratura, se observan parásitos intracelulares 
flagelados, con forma de huso y en los cuales no 
se aprecian claramente las características propias 
de amastigotes (figura 58). 

Estos resultados ponen en clara evidencia las 
diferencias ultraestructurales entre los parásitos 
intracelulares mantenidos a 24 y a 33°C. 

Discusión 

En el presente estudio se llevaron a cabo 
infecciones de la línea de macrófagos murinos J- 
774 con promastigotes de Leishmania amazo- 
nensis a diferentes temperaturas, con el objeto 
de evaluar la influencia de esta variable en el 
proceso de transformación de prornastigote a 
amastigote durante la interacción con la célula 
hospedera. 

Mediante diferentes técnicas se evaluaron los 
cambios sufridos por el parásito intracelular a cada 
temperatura. Los parásitos intracelulares en 
macrófagos mantenidos a 33 y a 24OC son células 

Fioura 4. MicroscoDía electrónica de transmisión de macrófaaos infectados a 33'C. Ai  Macrófaao infectado a 33°C (6.600 " 
X). CLC ntxslra UII par& 10 nlrace 3 ar (P) Bi  Amas1 gole nlrace ..lar a 33 C :3q ~ ( J U  X ,  Amp ac o.? 3c  aras lo uc 4 

lolograf a anlenor, mostrando e tlageio (F) retrtioo cli iio sa I agc nr tB, n..i co h) c ~iciopi~slo (6, 
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Figura 5. Microscopia electrónica de transmisión de rnacrófagos infectados a 24OC. A) Parásitos intracelulares, núcleo y 
cinetopiasto (K) visibles (52.000 X); B) Parásito intracelular, mostrando flagelo visible (F), núcleo (N), cinetoplasto (K) 
(18.000 X). 

aflageladas que presentan una forma redondeada 
según se 0bse~Ó en las coloraciones con Giemsa 
(figura 1). En contraste, los cortes semifinos 
coloreados con azul de toluidina, muestran que 
los parásitos intracelulares mantenidos a 33OC son 
aflagelados y presentan una morfología 
redondeada, a diferencia de los parásitos 
incubados a 24% que se observan alargados y de 
mayor tamaño (figura 3). 

Las reacciones de los parásitos intracelulares 
mantenidos a 33% con el anticuerpo monoclonal, 
2A3-26 específico de amastigotes (21) son 
positivas por inmunofluorescencia (figura 2) y 
negativas por el mismo método con los parásitos 
de infecciones a 24%. Asu vez, la ultraestructura 
de los parásitos intracelulares mantenidos a 33OC 
muestra un contorno celular redondeado, núcleo 
y cinetoplasto, una bolsa flagelar distendida, el 
flagelo se ve retraido en el polo anterior de la célula 
y vecino a una estructura delimitada por una 
membrana electrodensa (figura 4). Las 
obse~aciones ultraestructurales realizadas con 
los parásitos provenientes de infecciones a 24°C 
son diferentes. En éstos, se observan 
predominantemente células flageladas alargadas 
con núcleo y cinetoplasto (figura 5). 

De lo anterior se puede concluir que los parásitos 
intracelulares producto de infecciones de 

promastigotes de Leishmania amazonensis a 
macrófagos murinos J-774, a 33% son diferentes 
antigénica, morfológica y ultraestructuralmente de 
los parásitos intracelulares obtenidos a 24%. 
Teniendo en cuenta que las características 
ultraestructurales y antigénicas obsewadas en los 
parásitos a 33% corresponden a las descritas en 
la literatura (13,21,22) para la forma amastigote 
del parásito, se concluye que las infecciones a 
macrófagos murinos J-774 por parte de 
promastigotes de Leishmania amazonensis, a 
24OC no conduce a su transformación en 
amastigotes. 

Los resultados presentados en este estudio están 
en contradicción con los obtenidos por el grupo 
de Lamy (3-6), en donde se plantea que la 
temperatura no es un factor indispensable en el 
proceso de transformación de promastigote a 
amastigote en Leishmania. Una posible 
explicación es que el diseño experimental difiera 
entre los dos estudios. Por ejemplo, las 
infecciones, en los estudios de Lamy se llevaron 
a cabo con cultivos primarios de macrófagos 
murinos y con promastigotes de Leishmania 
donovani Bajo estas condiciones, los resultados 
no son estrictamente comparables con los 
obtenidos en el presente estudio. Otra explicación 
es que las herramientas de evaluación en los 
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estudios informados previamente y las del presente 
trabajo son diferentes; Lamy y colaboradores 
evaluaron la transformación únicamente mediante 
microscopía de luz. 

El hecho de que a 24% los parásitos observados 
no correspondan ultraestructural y antigénica- 
mente a amastigotes, tendría dos diferentes 
interpretaciones: 1) que el aumento en la tempe- 
ratura es esencial para la transformación del 
promastigote en la forma de amastigote, lo que 
permite al parásito sobrevivir dentro de la vacuola 
parasitófora; 2) que el macrófago se encuentre en 
condiciones ambientales (24OC) donde sus 
funciones celulares no se realizan de una manera 
adecuada y el promastigote intracelular no recibe 
las señales apropiadas para su transformación. 
Por ejemplo, es probable que a esta temperatura 
lafluidezde las membranas de la célula hospedera 
se encuentre alterada y no se lleve a cabo fusión 
de la vacuola parasitófora con las vesículas 
lisosómicas, lo cual podría ser importante para 
que el promastigote fagocitado se transforme en 
un amastigote viable. 

Aun cuando los resultados arrojados por este 
estudio son consistentes con la hipótesis de que 
la temperatura es una variable necesaria en el 
proceso de transformación de promastigote a 
amastigote de Leishmania arnazonensis, no se 
puede concluir definitivamente que la temperatura 
es una variable suficiente en este proceso, ya que 
los ensayos de transformación en modelos 
axénicos mediante cambio en la temperatura, 
producen células similares a amastigotes, pero 
no reunen todas las características de éstos (24- 
26), y es solamente cuando se introducen otras 
variables, como pH, que se obtienen mejores 
resultados en la transformación (7, 13, 19,26). 

Finalmente, se ha informado que los cambios 
morfológicos (de tnpomastigote a amastigote) (28) 
en tripomastigotes de Trypanosoma cruzi -otro 
género de la familia Trypanosornatidae- se 
producen al interactuar Ni vitrocon fragmentos de 
fibronectina. Estas asociaciones permiten postular 
que la interacción del parásito con la célula 
hospedera es un factor importante en la 
transformación de formas flageladas en aflageladas 
(29,30). 

En conclusión, es necesario considerar el papel 
de la temperatura en la transformación de 
promastigote en amastigote de Leishmania de 
manera más relativa y explorar nuevas variables. 
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