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Infeccidn de fibroblastos de piel de animales con distinto grado
de susceptibilidad a Leishmania infantum y Leishmania mexicana
(Kinetoplastida: Trypanosomatidae)
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Abstract: Infection and multiplication of Leishmania infantum and L. mexicana inside of skin fibroblasts from
hamsters, mice and rats was achieved. This process was demonstrated either by counting parasites inside the
stained cells or by electronic microscopy studies. In addition multiplication rate differences in the cells from
these rodent species were determined, for L. infantum as well as for L. mexicana. Parasite development in ham-
sters and mice fibroblasts was evident but there was not multiplication in rat cells showing that apparently they
are refractory to Leishmania infection. These results suggest that the parasite affinity for each animal, as well
as any intracellular environment resistance, could involve genetic factors in the parasite multiplication. On the
other hand, presence of amastigote multiplication inside of parasitophorus vacuole, showed by electronic
microscopy images, probes a true parasite transformation. Therefore it is suggested that fibroblasts could work
as host cells for parasite survival and permanency in the infected animals.
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El término genérico de leishmaniasis se
refiere a una parasitosis con diversas manifes-
taciones clinicas que se distribuyen en a me-
nos 88 paises arededor del mundo, los cuaes
se ubican dentro de las zonas tropicales y sub-
tropicales donde existe transmision activa del
agente etioldgico (Grimaldi y Tesh 1993, Alvar
et al. 1997). Tales manifestaciones clinicas han
sido catalogadas en 3 sindromes. cuténeo, mu-
cocutaneo y visceral, seguin sea el grado de
compromiso de tejidos y 6rganos (Pearson y
Queiroz-Sousa 1996). Este patron clinico, sin
embargo, tiene cada vez menos utilidad précti-
ca pues se ha observado que factores como la
inmunosupresién adquirida, la desnutricion y
la constitucion genética del individuo, se com-
binan con los factores de virulencia propios de
las diferentes especies del parésito para produ-

cir cuadros clinicos que varian de persona a
personay de una zona geogréfica a otra (Me-
drano et al. 1998, Wolday et al. 1999, Guer-
bouj et al. 2000).

Los parésitos del género Leishmania de-
sarrollan su ciclo vital utilizando un insecto
como vector y a un vertebrado como reservo-
rio susceptible. Al aimentarse, e insecto in-
yecta  formas  flageladas  llamadas
promastigotos, los cuales penetran en macro-
fagos y células del sistema reticuloendotelia
donde se convierten en amastigotos. Estos Ul-
timos tienen la capacidad de multiplicarse y
de infectar a otros tipos celulares donde pue-
den permanecer indefinidamente.

La capacidad de las c8ulas para inhibir la
multiplicacion parasitaria se ha correlacionado
con diferencias en la resistencia natural de
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diferentesroedores, paralo cual se hautilizado
cultivos de macréfagos peritoneales como cé-
lulas blanco para lainfeccidn in vitro con Try-
panosoma cruzi, Toxoplasma gondii y
Besnoitia jellisoni (Chinchilla et al. 1995,
1996). Otras investigaciones, han informado
de diferentes factores que intervienen en la
multiplicacion de Leishmania spp. en macréfa-
gos peritoneal es de Mesocricetus auratus (Mo-
lina y Chinchilla 1996), Mus musculus NGP
(Méndez et al. 1996) y Rattus norvegicus
(Bastardo et al. 1983).

Algunos investigadores han sugerido que
al igual que sucede en macréfagos, el parasito
puede invadir las células sométicas no inmu-
nocompetentes del hospedero susceptible tales
como losfibroblastos de lapiel y sobrevivir de
manera mas efectiva en virtud de un medio
ambiente interno menos hostil (Hervas-Rodri-
guez et al. 1996). No se relaciona aln a los fi-
broblastos dérmicos con la patologia de la
leishmaniasis aunque se sabe de su capacidad
fagocitica (Segal 2001) y de la produccion de
compuestos antibacterianos luego del contacto
con Interferén-y (Wang 1996).

En e presente estudio se desarrolla un
modelo experimental in vitro de cultivo de fi-
broblastos de piel de tres especies de roedores,
en contacto con promastigotos de Leishmania
mexicanay L. infantum, con €l fin de determi-
nar s existen diferencias en cuanto alasuscep-
tibilidad de infecciébn por especies
biol6gicamente disimiles del parésito y si
aquellas se relacionan con la constitucion ge-
nética de los individuos.

MATERIAL Y METODOS

Para estos experimentos se utilizaron ani-
males de tres a cinco dias de nacidos de las es-
pecies. hamster (Mesocricetus auratus), ratén
blanco NGP (Mus musculus) y rata blanca
Sprague Dowley (Rattus norvegicus), suminis-
tradas por el Laboratorio de Ensayos Biol 4gi-
cos (LEBI) de la Universidad de Costa Rica.
Se sigui6 la metodol ogia descrita por Chinchi-
llay Frenkel (1984), con algunas modificacio-

nes. Brevemente, las crias se sacrificaron en
camara de éter y bajo condiciones de esterili-
dad se separ6 la piel, que a su vez fue someti-
da a tres ciclos de disgregacion celular con
tripsinaa 0.25% a 37°C y agitacién mecanica
por cinco asiete minutos cadavez. El sobrena-
dante obtenido se mezclé con el doble de vo-
lumen de Minimal

Essential Medium Eagle® (Sigma) con
10% de suero bovino feta (MEM-10%SBF)
para inactivar la tripsina. La suspensién celu-
lar se cultivo a 37°C mas 5-10% de CO, y hu-
medad hasta la formacion de una monocapa.
Una semana después, se tripsiniso por diez mi-
nutos para obtener una nueva suspension celu-
lar que fue gustada con hemocitometro de
Newbauer a una concentracion aproximada de
1.0 x 10° fibroblastos por ml. Se colocaron 0.3
ml de esa suspension en cada uno de cuatro cu-
breobjetos 22x22 mm estériles por caja de Pe-
tri y se incubaron por 24 horas a 37°C mas
5-10% de CO2 y humedad para luego lavar
con solucion de Hanks ® (Sigma).

L as suspensiones de promastigotos se hi-
cieron en MEM-10% SBF a partir de cultivo
en fase estacionaria en medio de Schneider ®
(Sigma) a 32°C de L. infantum aislada del pri-
mer caso humano en CostaRica (Carrillo et al.
1999) y de L. mexicana (OCR) también aisla-
da de una caso humano, en medio de Rugai a
25-28°C. Los cultivos usados en estos experi-
mentos provenian de animales infectados pre-
viamente, por los que eran de reciente
aislamiento. A cada cubreobjeto se le agregd
0.1 ml de la suspensién del parasito, permane-
ciendo en contacto con los fibroblastos hasta
168 horas como méximo. Durante este interva-
lo, se tomaron cubreobjetos alas 24, 72, 120y
168 horas post-infeccion y se tifieron con €l
colorante de Giemsa por siete minutos parare-
visar por microscopia de luz con objetivo de
inmersion.

En cada uno de |os cubreobjetos se conta-
ron 500 células (CT) por sextuplicado, deter-
minandose e nimero de células infectadas
(CI) y e nimero total de amastigotos intrace-
lulares (AT). Para obtener una correlacion es-
tadistica de los datos paralas células totales se



INTERNATIONAL JOURNAL OF TROPICAL BIOLOGY AND CONSERVATION 263

dividi6 e cémputo de amastigotos intracelula-
res entre las células totales y se multiplicd por
cien. Para las células infectadas se dividio el
nimero de los amastigotos intracelulares entre
las células infectadas y se multiplicd por cien.
Todos estos datos se analizaron con la prueba
“t” de Student en blisqueda de significanciaes-
tadistica con un porcentaje de confianza del
95% ( p < 0.05).

Simultdneamente se realiz6 un estudio ul-
traestructural de fibroblastos infectados, utili-
zando latécnica de bafio de hielo y aumento de
la cinética molecular de la solucién por radia-
cion del horno de microondas descrita por
(Howood et al. 1990, Hernandez y Guillén
2000). Del bloque de material obtenido se hi-
cieron cortes finos para examinar al microsco-
pio electrénico de transmision (modelo Hitachi
H7100).

RESULTADOS

Los promastigotos de L. infantumy L. me-
xicana (OCR) inoculados en los cultivos de fi-
broblastos de piel de hamster, ratén y rata se
comportaron en forma diferente con respecto a
la afinidad hacia las células de los animales y
la reproduccion dentro de éstas a través del
tiempo. El nimero de amastigotos de L. infan-
tum a las 24 horas post-infeccion fue de 7.2,
4.0y 0.2 en 100 fibroblastos totales de hams-
ter, raton y rata respectivamente. Todos |os da-
tos siguientes conservan €l orden anterior a
menos que seindique lo contrario. A las 72 ho-
ras fue de 24.3, 13.1 y 0.1; a las 120 fue de
57.8,24.1y 0.2y alas 168 horas fue de 150.6,
1178.4 y 0.2. Para cien células infectadas €l
nimero de parasitos fue de 180.0,106.7 y
100.0 (24h); 171.8, 140.8 y 100 (72h); 238.7,
155.1y 100.0 (120h) de 402.7, 1376.9 y 100.0
alas 168 horas (Fig. 1).

Con respecto a L. mexicana (OCR), €l nu-
mero de amastigotos fue menor en todos los
casos en comparacion con L. infantum. Por
cien célulastotales se obtuvieron los siguientes
valores en hamster, ratén y rata respectivamen-
te 1.4, 1.1y 0.1 (24h); 1.7, 2.8 y 0.3 (72h);
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Fig. 1. Curva de crecimiento de Leismania infantum en
fibroblastos.

Fig. 1. Growth rate of Leismania infantum in fibroblasts.

72.0, 164 y 0.5 (120h) y 90.7, 33.8 y 1.9
(168h). En relacion con cien células infectadas
el nimero de parasitos fue de 140.0,133.3 y
100.0 (24h); 188.9, 194.0y 150.0 (72h); 342.7,
270.0 y 125.0 (120h) y 340.2, 314.7 y 200.0
(168h) (Fig. 2). Se observo significancia esta-
distica (p< 0.05) entre las diferencias de los
nimeros de parasitos registrados.

El andlisis ultraestructural de fibroblastos
infectados revel6 una mayor vacuolizacion en
comparaciéon con las células sin infectar. Por
otraparte, se encontraron numerosasy amplias
vacuolas parasitoforas en el citoplasmay den-
tro de ellas, amastigotos Uinicos 0 en grupos.
En ellos fue notorio el nicleo con cromatina
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Fig. 2. Curva de crecimiento de Leishmania mexicana
(OCR) en fibroblastos.

Fig. 2. Growth rate of Leishmania mexicana (OCR) in
fibroblasts.

densa'y un nucleolo, €l cinetoplasto alargado,
los microtUbulos subpeliculares dispuestos
exactamente por debajo de la membrana plas-
maticay la porcion interna del flagelo en con-
formacion 9+2, tipico de los organismos
eucariotas (Fig. 3). La reproducciéon de los
amastigotos fue evidente por la division flage-
lar observada dentro de las vacuolas parasito-
foras (Fig. 4), descartandose que su presencia
tuviera como origen una simple transforma-
cion de promastigoto a amastigoto luego de la
entrada a fibroblasto.

Fig. 3. Fibroblasto de piel de hamster en cultivo infectado
por Leishmania infantum. Noétese la vacuolizacion
intracelular y los amastigotos dentro de las vacuolas para-
sitéforas. Microscopia de trasmisién. Barra=2.1um.

Fig. 3. Hamster skin fibroblasts infected with Leishmania
infantum. Observe intracellular vacuolization and amastig-
ote forms inside the parasitophorus vacuole. Transmission
microscope. Bar=2.1um.

ey

Fig. 4. Fibroblasto de piel de hamster en cultivo infectado
por Leishmania infantum. Nétese el amastigoto dentro de
la vacuola parasitéfora y el flagelo en division.
Microscopia de transmision. Barra=0.4 um.

Fig. 4. Hamster skin fibroblast infected with Leishmania
infantum. Observe amastigote forms with dividing flagella
inside the parasitophorus vacuole. Transmission micro-
scope. Bar=0.4 pm.
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DISCUSION

De los resultados obtenidos llama la aten-
cion que L. infantum presenta el mayor nime-
ro de parasitos por cien células totales tanto en
hamster como en ratén, en comparacion con L.
mexicana (OCR). Estos resultados contrastan
con lo observado por Chang (1978) en fibro-
blastos de piel humana, ya que las dos especies
derivadas de casos viscerales no penetraron en
las células. El autor aduce diferencias en meca-
nismos de internalizacién que no se observé
con las células de ratén y hamster. Sin embar-
go, existe una leve concordancia entre ambos
experimentos, pues la cepa de origen cutaneo
fue la que presentd las mayores tasas de creci-
miento. A raiz de esto se puede afirmar que
ambas especies presentan distinto grado, no
sblo de afinidad por las células de los roedores,
sino también de resistenciaen el espacio intra-
celular. El uso de aislamientos recientes he-
chos a partir de lesiones en animales, permite
relacionar esas caracteristicas con la infectivi-
dad natural de cada uno y no aun potencia de
virulencia atenuado debido a la permanencia
prolongada en medios de cultivo.

En contraste con lo anterior, en los fibro-
blastos de rata se observaron escasas formas,
incluso en los intervalos més tardios de todos
los experimentos. Los valores menores en los
radios de crecimiento de L. infantum podrian
indicar que se inhibe lareproduccion y aunque
en L. mexicana (OCR) se obtuvieron datos le-
vemente mayores, Si se comparan éstos con los
de hamster y ratén, se observa una clararesis-
tencia de los fibroblastos de rata frente a con-
tacto con las dos especies del parasito, por 1o
gue se concluye que en estas células es dificil
lainfeccion. Esto podria deberse a diferencias
en laexpresion de enzimas tales como laMg,*
ATPasay Ca,"ATPasa encontradas en |os pro-
cesos de adhesion e internalizacion de L. ama-
zonensis en cultivos primarios de fibroblastos
(Corte-Real et al. 1995). Debe recordarse que
en estudios anteriores se ha demostrado la re-
sistencia natural de este roedor frente alain-
feccion con otros protozoarios, tales como
Toxoplasma gondii (Guerrero et al. 1997,

Chinchilla et al. 1981, Troyo y Chinchilla
2003) pero es la primeravez que se le relacio-
na con Leishmania sp.

Anteriormente se ha hecho referencia a
que las especies del género, Leishmania infec-
tan y se transforman dentro de células somati-
cas, entre ellas los fibroblastos de piel
(Schwartzman y Pearson 1985, Hervas-Rodri-
guez et al. 1996), pero se duda que la repro-
duccién intracelular sea posible (Chang 1978),
por lo menos en cuanto alas infecciones en fi-
broblastos humanos se refiere. En concordan-
cia con la primera aseveracion, los hallazgos
presentados en este estudio confirman la capa-
cidad de la célulade albergar formas tipicas de
amastigotos dentro de verdaderas vacuolas pa-
rasitéforas citoplasméticas. En contraste con lo
anterior, se demuestrala multiplicacion del pa-
résito como un hecho inequivoco, evidenciado
por la presencia de estructuras dobles dentro
de labolsaflagelar. Ya sea en el estadio intra-
celular como extracelular, es el flagelo € pri-
mero en dividirse durante la reproduccion, de
tal manera que puede afirmarse que las formas
Unicasy multiples observadas dentro de lasva
cuolas, no son sblo e producto de una simple
transformacién de promastigoto a amastigoto
sino también de un verdadero desarrollo intra
celular. Esta capacidad de multiplicacion de
Leishmania sp. en células de piel, de por si no
fagociticas, ha permitido sugerir a Bogdan et
al. (2000) que éste podria ser un mecanismo de
seguridad para €l parésito que le permitiria
mantenerse en las infecciones latentes, ya que
asi obviarian la accién fagocitica de los macré-
fagos presente en la mayoria de los animales
crénicamente infectados (Mauel 1990).
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RESUMEN

En este estudio se presenta un modelo in vitro de cul-
tivo de fibroblastos de piel de hamster, ratén y rata hecho
con el proposito de determinar diferencias en cuanto a la
susceptibilidad a la infeccién por dos especies del género
Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae). Se reali-
z6 ademas un estudio ultraestructural por microscopia
electronica de transmision con el fin de establecer si las
formas intracel ulares observadas correspondian a multipli-
cacion interna o a fagocitosis mltiple. Se estudio la mul-
tiplicacion de los parésitos en los fibroblastos de las tres
especies de roedores infectados tanto por Leishmania in-
fantum como por L. mexicana (cepa OCR) y las diferen-
cias entre las tres fueron estadisticamente significativas
(p< 0.05). Se observé la reproduccion del parésito en las
células de hamster y ratén no asi en las de rata, razén por
lacual aeste tltimo animal se le considerd refractario ala
infeccion. Con base en lo anterior se sugiere que la afini-
dad de un protozoario por las células de un individuo asi
como laresistenciaal ambiente intracelular pueden depen-
der de la constitucion genética de este. El andlisis ultraes-
tructural demostré la reproduccion de los amastigotos
dentro de vacuolas parasitéforas por |o que se descarta que
la presencia de estos se deba a su transformacion luego de
la entrada al fibroblasto. Se sugiere entonces que dichas
células podrian servir parala supervivencia del parésito y
|la permanencia de este parésito en los animal es infectados.
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