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Resumen

La respuesta quimiotactica es un fenédmeno que ocurre a lo largo de todo el ciclo de vida de la Leishmania brazi-
liensis, incluyendo la infecciéon activa. El presente trabajo se revisan los métodos utilizados hasta el momento para
evaluar quimiotaxis in vitro en Leishmania sp. Adicionalmente, se describe la adaptacion del «ensayo de los capila-
res-dos camaras» al estudio de los fendmenos de quimiotaxis en Leishmania. Para ello, se estandarizaron parame-
tros fundamentales como la densidad celular en la camara externa, el tiempo de incubacion, el rango de concentra-
ciones de los agentes quimiotacticos y la osmolalidad de las soluciones empleadas. Para validar la metodologia se
usaron gradientes quimicos de dos monosacaridos, la D-glucosa y la D-fructosa cuyas propiedades quimiotacticas
han sido descritas para Leishmania. Los resultados sugieren que el «ensayo de los capilares, dos camaras» constitu-
ye un método de deteccion confiable, cuantitativo, reproducible y sencillo de la quimiotaxis en Leishmania. Adicio-
nalmente, confirman que las hexosas ensayadas, inducen una respuesta quimiotactica positiva sobre los parasitos,
proporcional al incremento de concentracion de las mismas. Finalmente, demuestran que el tiempo de incubacion y
la osmolalidad de las soluciones empleadas determinan la capacidad migratoria de los parasitos. Esta optimizacion
garantiza la reproducibilidad y la validez de este método como una técnica util para la evaluacion cuantitativa de la
quimiotaxis en Leishmania.
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Abstract

Chemotactic responses play a significant role, both during Leishmania braziliensis differentiation through its life
cycle and during infection, a process that inoculates parasites into a mammalian host and results in the acquisition of
the disease leishmaniasis. This paper reviews the methods described until now to assess chemotaxis in vitro in
Leishmania sp. Further, the present study describes the adaptation of a modified {«wo-chamber capillary chemota-
Xis assay» as a technique useful for the quantitative evaluation of chemotaxis in Leishmania. In order to ensure
reproducibility and validity of this method we standardized key parameters to assess the chemotactic response such
as the cell density in the outer chamber, incubation time, the concentration range of chemotactic agents and the
osmolality of the solutions. In addition, the effectiveness of this sensible and reproducible method for the evaluation
of parasite migration was validated by the use of chemical gradients of the monosaccharide D-glucose and D-fructo-
se, compounds with showed chemotactic properties in Leishmania. Results presented herein demonstrate that
monosaccharide induce a positive chemotactic effect on parasites, depending on the concentration range.
Interestingly, both the time course and the osmolality of the solution influence the migration capacity of the parasi-
tes. Our results suggest that this novel and improved methodology quantitatively evaluates the taxis of Leishmania
towards/against gradients of different substances in a rapid and reliable way.
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Introduccion

Existen células que lejos de ser estaticas son moé-
viles. Ellas detectan la presencia de senales extrace-
lulares y orientan sus movimientos en la direccién de
gradientes de concentraciéon de las moléculas taxi-
cas. Este proceso, llamado quimiotaxis, es funda-
mental en diversas funciones celulares tales como, el
suministro de nutrientes en los procariotas, la forma-
cién de estructuras multicelulares en protozoos, el
rastreo de las bacterias por los neutrofilos y la organi-
zacion de los embriones en los metazoos (Van Haas-
tert y Devreostes, 2004%).

En teoria, una célula para orientar sus movimien-
tos podria utilizar el aspecto espacial del gradiente
del agente quimiotactico, o alternativamente las se-
nales temporales generadas cuando la célula se mue-
ve en un gradiente estatico. En el caso de los procario-
tas, debido a su tamano (1-2 pm) s6lo pueden usar el
componente temporal de los estimulos. Ellos se mue-
ven de acuerdo a lo que se denomina un «paseo alea-
torio» con movimientos en todas las direcciones que
son interrumpidos por caidas subitas («tumbles»).
Cuando se encuentran con un cambio en la concen-
tracion del agente quimiotactico la frecuencia de los
«umbles» disminuye y el desplazamiento en una di-
reccion se prolonga en el tiempo (Van Haastert y
Devreotes, 2004; Wang, 2010).

Por su parte, las células eucariotas por ser gran-
des (10-20 pm de diametro), les permite procesar
tanto temporal como espacialmente la informacién.
Ellas detectan el gradiente del agente quimiotactico
y responden a cambios de concentraciones muy
pequenas entre sus polos (2 -10%), desplazandose
hacia el mismo (Van Haastert y Devreostes, 2004;
Devreostes y Janetopuoulus, 2003). Ademas, expre-
san una variedad de receptores de membrana y vias
de senalizacion intracelular que les permiten organi-
zar su respuesta fisiologica; es decir, poseen toda la
maquinaria celular necesaria para detectar y respon-
der a gradientes quimicos, entre otros (Van Haastert
y Devreotes, 2004; Wang, 2010). En resumen, la na-
turaleza de las células moviles varia de acuerdo al ti-
po celular al que hacemos referencia. Asi, los granu-
locitos, macréfagos y linfocitos in vitro tienen la habi-
lidad de migrar hacia gradientes de concentracién de
varias sustancias. La naturaleza exacta de como los
leucocitos reciben una senal y la traducen en movi-
miento direccional involucra varios eventos. La movi-
lidad leucocitaria es de tres tipos: aleatoria (activa,
esporadica, espontanea y no direccional), quimioci-
nesis (aumentada pero no vectorial, inducida por
excitantes quimicos y requiere receptores celulares)
y quimiotaxis (aumentada y vectorial a lo largo de
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gradientes de concentracion de una sustancia quimi-
ca o quimiotaxina), que demanda un sistema de re-
ceptores y un mecanismo de orientacién acoplado al
de movilidad (Rojas-Dotor y col., 2009)

En animales y microorganismos que poseen un
cilio o flagelo, la motilidad es proporcionada por este
organelo, el cual es fundamental para la alimentacion
celular, desarrollo y la reproduccion. Para algunos
protistas, como es el caso de la Leishmania, uno de
los estadios durante su ciclo de vida es una forma
moévil flagelada; y el flagelo acoplado y su motilidad
son integrales para la morfogénesis y la division celu-
lar. En los tripanosomatidos, se ha sugerido que la
inhibicion de la motilidad flagelar pudiera ser un
nuevo blanco en el diseno de drogas para el trata-
miento de las enfermedades causadas por estos
parasitos (Ginger y col., 2008).

Debido a que los fendmenos que caracterizan la
motilidad de células humanas como son la formacién
de pseudoépodos, la polarizacion y el sensor direccio-
nal, no han sido descritos para los tripanosomatidos,
los estudios recientes en estos protozoos se han
enfocado en la estructura y composicion del flagelo.
El flagelo puede ser comparado con un érgano sen-
sor critico debido a su posicidn y orientacién en la su-
perficie celular. Posee un alto contenido en molécu-
las sensoras (receptores o efectores), las cuales son
dinamicamente controladas por un proceso llamado
transporte intraflagelar: movimiento bidireccional de
particulas entre la membrana del flagelo y el axone-
ma (Rotureau y col., 2009).

Los parasitos del género de la Leishmania cau-
san una enfermedad con sintomas diversos que van
desde las lesiones cutaneas autolimitantes, pasando
por las mucocutaneas no cicatrizantes, hasta la leish-
maniasis visceral que es letal si no es tratada. Aproxi-
madamente 350 millones de personas de 88 paises
estan en riesgo de contraer la enfermedad. Se estima
que al menos 12 millones de personas estan infecta-
das, y que cerca de 1-2 millones de nuevos casos
ocurren cada ano (OMS, 2010).

Los parasitos de la Leishmania transcurren a lo
largo de su ciclo de vida por dos estadios con carac-
teristicas morfologicas especificas; asi como una
morfologia flagelar diferente. Los amastigotes que se
alojan en el fagolisosoma de las células del sistema
reticuloendotelial del hospedero y los promastigotes
de vida extracelular. La Leishmania se comporta co-
mo parasito intracelular en macréfagos de vertebra-
dos mamiferos y como parasito extracelular en el tu-
bo digestivo del insecto vector y es el estadio que
puede mantenerse en los cultivos in vitro. Cuando el
insecto vector ingiere sangre de un mamifero, estos
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regurgitan promastigotes en la piel del hospedador
los cuales son reconocidos por los receptores de su-
perficie en los macréfagos y células dendriticas para
luego ser fagocitados. Durante el ciclo de vida de la
Leishmania, el flagelo muestra cambios en su longi-
tud, punto de insercién y posicion; presumiblemente
como una respuesta a senales ambientales (Rotureau
y col., 2009). La superficie celular esta cubierta de
lipofosfoglicanos y receptores de membrana especia-
lizados que se distribuyen a lo largo del flagelo, el
bolsillo flagelar y en toda la superficie de la célula.
Algunos de los receptores estan especializados para
detectar cambios en los gradientes de moléculas fun-
damentales para su supervivencia (Handman y col.,
2008). Presentan un kinetoplasto cercano al bolsillo
flagelar (Molineux y Killick-Kendrick, 1987).

El flagelo, ademas de su funcién en la motilidad,
juega un papel clave en la division celular y la adhe-
sion del parasito al epitelio del insecto. Ademas, re-
cientemente se ha demostrado que la motilidad es
esencial para la supervivencia de la forma del para-
sito que se encuentra en el torrente sanguineo del
mamifero (Gadelha y col., 2007). Por lo tanto, la evi-
dencia sugiere que la respuesta migratoria (quimio-
tactica) es decisiva en todo el ciclo de vida de la
Leishmania.

Ahora bien, se ha demostrado en la Leishmania
que puede moverse hacia un gradiente de concen-
tracion en linea recta por pocos segundos (~ 10 seg)
sin cambios bruscos de direccién. Generalmente an-
tes de este cambio brusco realizan un movimiento
denominado «tumbling» (volteretas), similares a los
descritos en bacterias (Barros y col., 2006). El movi-
miento de estas células flageladas es libre, al azar y
tiene dos componentes: el golpeteo del flagelo y el
desplazamiento resultante de la traslacion (Gadelha
y col., 2007).

La comprensién de los fendmenos quimiotacticos
es util para ahondar en el conocimiento de la fisiolo-
gia y el comportamiento de las células moéviles, inclu-
yendo la Leishmania. Por otra parte, la quimiotaxis
es un requisito fundamental de la interaccion exitosa
entre la célula hospedera y el parasito (Leishmania),
ya que numerosas senales quimicas determinan el
reconocimiento mutuo y las respuestas migratorias
involucradas en el establecimiento de la infeccion
(Pozzo y col., 2009).

En tal sentido, la evaluaciéon de la quimiotaxis en
la Leishmania ha evolucionado desde el primer en-
sayo descrito en 1983 por Bray (Tabla I), en el cual
una suspension de promastigotes es colocada dentro
de una camara de Wilkinson. Esta consiste de jerin-
gas desechables de tuberculina (1ml), cuyo fondo es-
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ta recortado y cubierto con un filtro Millipore (poros
1.2 pm). Las camaras se sumerdgen hasta el nivel de
la suspension de los promastigotes en la soluciéon
con el agente quimiotactico y se incubaban por un
periodo determinado. Posteriormente, los filtros son
fijados en alcohol etilico, removidos y tenidos con he-
matoxilina de Harris. Finalmente, los promastigotes
fijados al filtro son contados en un microscopio de
luz (Bray, 1983). Debido a que el método de Bray
(1983) presenta la desventaja que requiere de altas
concentraciones del quimioatrayente, Oliveira y cola-
boradores (2000) desarrollaron un método en el cual
se construye un gradiente discontinuo de la sustancia
a analizar, en el que los diferentes tubos capilares
contienen concentraciones crecientes del agente qui-
miotactico, utilizando agarosa como soporte. Segui-
damente los tubos son sumergidos horizontalmente
en la suspensién de promastigotes. Después de la
incubacion, la capacidad de la sustancia para promo-
ver la migracion es evaluada al contar los parasitos
presentes dentro de los tubos capilares (Tabla I). Es-
tos autores demostraron por primera vez en la Leish-
mania la capacidad quimiotactica in vitro de los
monosacaridos como glucosa y fructosa.

Posteriormente, Leslie y col. (2002) modificaron
el ensayo previamente descrito por Oliveira y col.
(2000) (Tabla I). En el mismo se emplean capilares
de vidrio llenos con una solucion de agarosa prepara-
da con el buffer utilizado para suspender los promas-
tigotes y con tubos adicionales llenos con el soluto
quimioatrayente. Seguidamente, todos los capilares
son colocados de forma vertical en un tubo de «bi-
Jjow. El extremo abierto de cada capilar es sumergido
en la suspension de promastigotes. Luego el sistema
se incuba a temperatura ambiente y las células que
migraban hacia los capilares se determinan usando
una camara de Neubauer (Leslie y col., 2002; Barros
y col., 2008). El desarrollo de esta técnica permiti6é
interpretar los resultados de Oliveira y col. (2000) a la
luz de una metodologia mas sofisticada. Asi Leslie y
col. (2002) concluyeron que el movimiento de los
promastigotes hacia la glucosa y la fructosa es una
respuesta fundamentalmente quimiotactica, aunque
alguna de las mismas podria incluir osmotaxis.

Barros y col. (2006), introdujeron modificaciones
sustanciales que permitieron estudiar mas sistemati-
camente los mecanismos involucrados en estas res-
puestas fisiologicas. Su método determina el tiempo
promedio en el que el promastigote permanece mo-
viéndose en linea recta, en ausencia o presencia de
una concentracion homogénea del agente taxico en
estudio. Con este modelo fue posible distinguir las
respuestas quimiotacticas de las osmotacticas en los
promastigotes de Leishmania.
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Tabla I
Estudio comparativo de las técnicas desarrolladas para evaluar quimiotaxis in vitro en Leishmania sp.
Autores/ Parametros Bray y Oliveira y Leslie y Roychoudhury | Barrosy Pozzo y Ensayo
col., 1983 | col., 2000 | col., 2002 col., 2006 col., 2006 | col., 2009 | presentado
Orientacion del sistema vertical horizontal vertical vertical horizontal | horizontal vertical
Utiliza gradiente si si si si no si si
de concentracion
Interfase con filtro sin filtro sin filtro con filtro sin filtro sin filtro sin filtro
celula-quimioatrayente
Tipos rafinosa glucosa glucosa Quimiocinas sacarosa glucosa glucosa,
de quimioatrayentes manosa fructosa fructosa CCL2 manitol fructosa
sacarosa sacarosa manosa CCL3 dlicina
maltosa rafinosa inositol CCL4 guanosina
metilibiosa manosa CCL5
galactosa
maltosa
melibiosa
Incubacién 30 min 1 hr 1 hr 0-2 horas 15 min 1-10 hr 30 min
Duracion! TF TF TF TF TF TR TF
Evaluacion? MO MO MO MO MO MO MO
Sensibilidad razonable | Razonable | Razonable buena Buena buena
Automatizacion pobre pobre pobre buena buena buena

1TF= tiempo final; TR tiempo real 2MO= microscopio 6ptico;
CCL2: MCAF, JE; CCL3: MIP-1a; CCL4: MIP-18; CCL5: RANTES

Finalmente, los estudios mas recientes descritos
en la literatura utilizan las denominadas «pinzas 6pti-
cas» (optical tweezers) para cuantificar la quimiotaxis
en Leishmania amazonensis (Pozzo y col., 2009). Pa-
ra ello, se desarrollé una técnica para medir en tiem-
po real las fuerzas vectoriales bidimensionales (x, y) y
la direccionalidad del movimiento flagelar (Tabla I) de
los parasitos en presencia de gradientes de concentra-
ciones de cualquier tipo de sustancia quimica. La utili-
dad de este método estriba en su capacidad de cuan-
tificar la taxis de Leishmania en gradientes de diver-
sos tipos de estimulos quimicos o fisicos.

En vista de la evidencia, en el presente estudio se
realizé la modificacion del ensayo de «los capilares-
dos camaras» inicialmente desarrollado por Kohidai
(1995), a fin de aplicarlo al estudio de la quimiotaxis
en promastigotes de Leishmania y asi lograr la estan-
darizacién de parametros fundamentales y la vali-
dacién de esta técnica en Leishmania, que permita
cuantificar sistematicamente y de forma reproduci-
ble las respuestas migratorias de este parasito.
Debido a la importancia de la quimiotaxis en el esta-
blecimiento exitoso de la infeccién, este ensayo re-
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sultara potencialmente ttil para evaluar la interac-
cion parasito-hospedero y por ende nuevos blancos
para el desarrollo de farmacos antiinfectivos.

Materiales y métodos
CEPA Y CONDICIONES DE CULTIVO

Para realizar los ensayos se utilizo la cepa de refe-
rencia Leishmania (V.) braziliensis (MHOM/BR/84/
LTB300) gentilmente cedida por la Dra. Noris Rodri-
guez, (Instituto de Biomedicina, Universidad Central
de Venezuela). Los promastigotes de Leishmania
fueron cultivados a 26 °C en una base semisélida de
agar sangre suplementado con medio glucosa-NaCl
(glucosa 1,5%, NaCl 0,85%, p.v.), hasta el dia del
experimento.

Partiendo de un cultivo de promastigotes de L.
braziliensis en fase de crecimiento logaritmica tardia
las células fueron centrifugadas a 1500 x g por 10
min a temperatura ambiente (TA). El medio de cultivo
fue descartado y las células resuspendidas en buffer
A: 10 mM Hepes (pH 7,3); 132 mM NaCl; 3,5 mM KCl;
1 mM CaCl, y 0,5 mM MgCl,; osmolalidad = 288
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mOsm / kg). Nuevamente las células fueron centrifu-
gadas (lavadas) y el buffer descartado. Finalmente,
las células fueron resuspendidas en un volumen de
buffer A necesario para obtener la densidad celular
requerida. El buffer A fue usado en todos los experi-
mentos como solucién control para probar la quimio-
taxis de los parasitos.

SOLUCIONES DE CARBOHIDRATOS

Las soluciones madres de los carbohidratos D-glu-
cosa (100 mM) y D-fructosa (300 mM) fueron prepara-
das en buffer Ay conservadas a -20 °C hasta el dia del
experimento. Las diluciones de los carbohidratos fue-
ron preparadas frescas para cada experimento.

ENSAYO DE LOS CAPILARES-DOS CAMARAS

La respuesta quimiotactica de los promastigotes
de Leishmania braziliensis fue medida con el ensayo
de los capilares-dos camaras originalmente desarrolla-
do por Koéhidai (1995) y modificado por nosotros.

En nuestro sistema de dos camaras (figura 1),
ocho puntas de una pipeta multicanal fueron usadas
como la camara interna y los pozos de una micropla-
ca de 96 pozos utilizados como la camara externa.
Las puntas fueron llenadas con 100 pl de la sustan-
cia experimental (control o concentraciones crecien-
tes del carbohidrato). Los pozos de la microplaca fue-
ron llenados con 200 pl de la suspension de promas-
tigotes de L. braziliensis. Las células fueron incuba-
das a distintos tiempos, para estandarizar dicho para-
metro. Al finalizar el periodo de incubacién las célu-
las que migraron a la camara interna fueron fijadas
en solucion de formaldehido al 2% en PBS (0,05 M
buffer fosfato, pH 7,2 y 0,9 M NaCl). El contaje de los
parasitos se realiz6 en camara de Neubauer.

Camarainterna
puntas de la pipeta
multicanal

Camaraexterna
(€= placamultipozos

Figura 1. Sistema del ensayo de los capilares-dos camaras.
Las dos camaras estan conectadas a través de los capilares
(puntas de la pipeta multicanal) que contienen la sustancia
a ensayar.
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ESTANDARIZACION DE LOS PARAMETROS
DE CONTROL DE CALIDAD

Para garantizar la reproducibilidad y la validez del
ensayo como un método confiable para evaluar la
respuesta quimiotactica se estandarizaron parame-
tros fundamentales como la densidad celular en la
camara externa, el tiempo de incubacién del experi-
mento, el rango de concentraciones de los agentes
quimiotacticos y la osmolalidad de las soluciones.
Asi, la densidad celular 6ptima en la camara externa
fue escogida de acuerdo a ensayos previos descritos
en la literatura (4 x 107 células ml'!) (Bray, 1983; Oli-
veira y col., 2000; Leslie y col., 2002). El tiempo 6pti-
mo de incubacién se determiné evaluando la res-
puesta quimiotactica a los 15, 30, 45 y 60 min. Los
gradientes de monosacaridos fueron elegidos de
acuerdo a lo descrito por Oliveira y colaboradores
(2000), empleando concentraciones de D-glucosa
desde 4 hasta 100 mM y de D-fructosa desde 4 hasta
225 mM. La osmolalidad de las soluciones (mOsm/kg)
fue medida con un osmoémetro (The Advanced™
Osmometer Model 3D3; Advanced Instruments, INC.
USA), con una reproducibilidad (0 a 400 mOsm/kg)
del 2% (1 D.S.). Todas las soluciones utilizadas en es-
te estudio fueron evaluadas por este método.

Analisis estadistico

Los datos fueron expresados como la media + el
error estandar de la media (E.E.M.) del namero de
células que migraron a la camara interna (N= al me-
nos 5 experimentos). La significancia estadistica de
las diferencias entre las células expuestas a los car-
bohidratos y el control fueron determinadas median-
te la prueba de la t de Student. El analisis y la repre-
sentaciéon de los datos se realizaron con el software
Graph Pad Prism, 52 version.

Resultados
DENSIDAD CELULAR

Para validar el ensayo de los capilares-dos cama-
ras con el fin de cuantificar la quimiotaxis en L. brazi-
liensis, se estandarizaron los parametros mas impor-
tantes que se requieren para evaluar las respuestas
migratorias. Por lo tanto, inicialmente se selecciona-
ron dos densidades celulares (4 x 10”7y 8 x 107 célu-
las ml'!) y se ensayaron las propiedades quimiotacti-
cas de una solucién de D-glucosa 25 mM, comparan-
dola con el buffer A. Nuestros resultados demostra-
ron que una densidad de 4 x 107 células ml'! fueron
suficientes para obtener una respuesta quimiotactica
significativa, aproximadamente 200% (p=0,004) con
respecto al buffer A (figura 2). Por esta razén, los
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experimentos sucesivos se realizaron utilizando esta
densidad celular.

2.0x10°6+
*%
1.5%10°+
E
8 1.0x10¢4
=
8 |
5.0x1054
0 T
control D-glucosa 25mM
4 x 107células ml"

Figura 2. Efecto de la densidad celular sobre la respuesta qui-
miotactica producida por la D-glucosa 25 mM en promastigo-
tes de L. braziliensis. Los datos fueron analizados utilizando
la prueba de la t de Student. Los valores representan la
media t el E.E.M. (N=5-8); **p<0,01 comparado con el control.

TIEMPO DE INCUBACION

Para estandarizar el ensayo de los capilares-dos
camaras se evaluo la respuesta quimiotactica a va-
rios periodos de incubacién. Nuestros resultados
sugieren que el tiempo 6ptimo de incubaciéon es de
30 min (figura 3). Periodos mas cortos (15 min) no
fueron suficientes para estimular una respuesta mi-
gratoria significativa. Periodos mas largos de incuba-
cion (45 y 60 min) resultaron en un incremento signi-
ficativo de la migracién de células hacia la camara in-
terna. Sin embargo, debido a que a estos tiempos
prolongados los gradientes de concentracién de mo-
nosacaridos fueron perturbados, la respuesta migra-
toria podria incluir tanto el componente quimiotacti-
co como el quimiocinético. Puesto que el objetivo fue
medir exclusivamente la respuesta quimiotactica, se
utilizaron 30 minutos como tiempo de incubacién.

CONCENTRACIONES DE LOS MONOSACARIDOS

Se evalud la respuesta quimiotactica de los pro-
mastigotes de L. braziliensis en presencia de concen-
traciones crecientes de D-glucosa y D-fructosa. Los
resultados se muestran en las figuras 4 y 5. Los expe-
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Figura 3. Efecto del tiempo de incubacion sobre la respuesta
quimiotactica producida por la D-glucosa 25 mM en promas-
tigotes de L. braziliensis. Los datos fueron analizados utili-
zando la prueba de la £ de Student. Los valores representan
la media * el E.E.M. (N= 5-14); *p<0,05; **p<0,01 comparado
con el control.

rimentos realizados con D-glucosa demostraron que
esta hexosa promueve significativamente la migracién
del parasito a las concentraciones de 25, 50 y 100
mM (25 mM = 100 mM >100mM) con respecto al con-
trol (figura 4). Las concentraciones menores de 25 mM
(0 - 16 mM) no produjeron respuesta quimioatrayente
en L. braziliensis. Asi mismo, la D-fructosa indujo una
respuesta quimioatrayente significativa solamente a
las concentraciones de 200y 225 mM (figura 5).
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0 o
control 4 8 16 25 50
D-glucosa (mM)

Figura 4. Efecto de las concentraciones crecientes de la D-
glucosa sobre la migracion in vitro de promastigotes de L.
braziliensis Los valores representan la media + E.E.M. (N= 5-
8): **p <0,01;***p <0,001 comparado con el control.

EFECTO DE LA OSMOLALIDAD EXTERNA
SOBRE LA MIGRACION DE CELULAS

Para descartar que la osmolalidad de las solucio-
nes constituya una variable que afecta la respuesta
migratoria de los promastigotes, se determiné este
parametro en todas las soluciones a las concentracio-
nes utilizadas. Posteriormente, se comparé la activi-
dad quimiotactica a cada concentracion (mM) con los
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Figura 5. Efecto de las concentraciones crecientes de D-fruc-
tosa sobre la respuesta quimiotactica in vitro producida en
promastigotes de L. braziliensis Los valores representan la
media + EEM (N= 5-8); **p<0,01;***p<0,001 comparado con el
control.

valores de osmolalidad de las soluciones de los car-
bohidratos (Tabla Il y III).

Nuestros resultados muestran que la osmolalidad
de las soluciones de los carbohidratos fue proporcio-
nal a su concentracion (Tablas Il y III). La respuesta
de los promastigotes de L. braziliensis a los gradien-
tes osmoticos fue diferente para cada carbohidrato
ensayado. En la presencia de D-glucosa un incremen-
to en la osmolalidad de 22 mOsm/kg fue suficiente
para detectar una migracion significativa con respec-
to al control (Tabla II). Por otra parte, la migracion de
parasitos incubados con D-fructosa ocurre cuando el
incremento en la osmolalidad es de, al menos, 212
mOsm/Kg comparado con el control (Tabla III).

Tabla II

Efecto de la concentracion y la osmolalidad de la D-glucosa
sobre la migracion in vitro de los promastigotes
de L. braziliensis

D-Glucosa | Actividad quimiotactica® Gradiente
(mM) % numero de células osmético®
que migraron mOsm/kg
(control=100%)

122,00 + 20.28 3,00 + 0.47

124,24 + 15.43 5,67 + 0.82

151,14 £ 19.17 7,67 £1.41
16 158,07 + 25.93 16,34 + 1.25
25 269,00 + 62.62* 22,00 + 0.47
50 183,22 +21.62* 48,00 + 1.25
100 293.57 £ 45.47* 89,00 + 0.47

Los valores representan el promedio + E.E.M.a Porcentaje de células que
migraron con respecto al control. (n=5-8). b Incremento en la osmolalidad
(mOsm/Kkg) con respecto al control (n=3).

*p<0.05, fue considerado estadisticamente significativo.
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Tabla Il

Efecto de la concentracion y la osmolalidad de la D-fructosa
sobre la migracion in vitro de los promastigotes
de L. braziliensis

D-Fructosa | Actividad quimiotactica? Gradiente
(mM) % niimero de células osmético®
que migraron mOsm/kg
(control=100%)
175 178,7 + 34.5 184 + 0.47
200 231,57 + 81.85% 212.66 + 2.05
225 448,31 £ 97.29** 242 + 1.7

Los valores representan el promedio + E.E.M. 2Porcentaje de células que
migraron con respecto al control (n=5-8). "Incremento en la osmolalidad
(mOsm/kg) con respecto al control (n= 3). *p<0.05; **p=0.01, fueron con-
siderados estadisticamente significativos

Discusion

El estudio de los fendmenos involucrados en la
quimiotaxis es esencial para entender las interaccio-
nes hospedero-parasito. La comprensiéon de esta res-
puesta celular podria ser util para identificar los pa-
sos fundamentales que intervienen durante la inte-
raccion exitosa, el reconocimiento mutuo y las res-
puestas migratorias que determinan la infeccion. Ese
es el caso en la Leishmania cuando interactiia con
sus hospedadores, el invertebrado (insecto) y el ma-
crofago como célula hospedera en el mamifero (se-
res humanos).

La descripcién de los fendmenos de migracion
celular data desde la época del desarrollo del micros-
copio. Sin embargo, fue a partir de finales del siglo
XIX cuando investigadores como Pfeffer (1888) desa-
rrollaron ensayos de quimiotaxis empleando capila-
res. Este ensayo, posteriormente mejorado por Adler
(1973), es el mas utilizado actualmente para cuantifi-
car la quimiotaxis. La optimizacion continua de este
método ha permitido estudiar y comprender los feno-
menos de quimiotaxis y otros tipos de taxis como la
osmotaxis, en diversos microorganismos y tipos ce-
lulares (Barros y col., 2006; Rao y col., 2008; Miller y
col., 2009).

El presente trabajo constituye una propuesta en la
que se combinan dos técnicas, el ensayo de las dos
camaras y la técnica de los capilares, para estudiar
quimiotaxis en Leishmania. Debido a la importancia
de mantener la reproducibilidad de los datos y el
control de calidad de los resultados a obtener, el es-
tudio que aqui se presenta describe la estandari-
zacion y la validacion de este método. Los resultados
obtenidos demuestran que los parametros 6ptimos
para medir quimiotaxis en Leishmania braziliensis
son una densidad celular de 4 x 107 promastigotes
ml! en la camara externa y 30 min de incubacién a
temperatura ambiente.
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Para validar el método, se ensayaron dos carbohi-
dratos cuyas propiedades como agentes atrayentes
habian sido descritas (Oliveira y col., 2000). Los re-
sultados confirman que la D-glucosa es quimioatra-
yente para los promastigotes a una concentracion de
25 mM (A 22mOsm/Kg). La concentracion mas eleva-
da utilizada de este carbohidrato (100 mM, A 89
mOsm/Kg), también aumento significativamente la
respuesta migratoria. Para parasitos expuestos a D-
fructosa, fue necesario incrementar diez veces la
concentracion del carbohidrato para detectar migra-
cion de los parasitos (200 y 225 mM, A212 y 242
mOsm/Kg, respectivamente). Estos datos sugieren
que los promastigotes de L. braziliensis detectan y
responden con respuestas migratorias a incrementos
menores de concentracion y osmolalidad de D-gluco-
sa que de D-fructosa (figuras 4 y 5; Tablas Il y III).

Se ha propuesto que la migracion de los promasti-
gotes de Leishmania en presencia de una concentra-
cién de D-glucosa de 100mM se debe a una respues-
ta osmotactica (Leslie y col., 2002). Al analizar nues-
tros resultados se evidencia que la osmolalidad de las
soluciones de D-glucosa 100 mM (A89 mOsm/kg) y de
D-fructosa 100 mM (A105 mOsm/kg) son similares;
sin embargo, a diferencia de la D-glucosa, la D-fructo-
sa no produjo una respuesta migratoria significativa a
esta concentracion. Si la respuesta a la D-glucosa fue-
se exclusivamente osmotaxica, un efecto similar (es
decir, una respuesta migratoria) deberia haber ocurri-
do con la D-fructosa 100 mM (datos no mostrados).
Por ello, se sugieren que la respuesta migratoria a la D-
glucosa 100 mM se debe a una combinacion de even-
tos quimiotacticos y osmotacticos. Barros y col. (2006)
llegaron a una conclusion similar al demostrar que so-
luciones de NaCl, Hepes y guanosina que aportan mas
osmolitos a concentraciones similares a las utilizadas
para glicina, lactosa, manitol y sacarosa, por ende au-
mentan mas la presion osmotica que estos; sin embar-
go, no produjeron una mayor respuesta migratoria.

Se sabe que cambios en la osmolalidad del medio
modifican la fisiologia celular de la Leishmania. Asi,
un aumento en la osmolalidad de 308-625 mOsm/kg
disminuye levemente la tasa de crecimiento de los pa-
rasitos (Darling y Blum, 1990; Burrows y Blum, 1991,
Vieray col., 1996) y alteran la morfologia celular (Dar-
ling y Blum, 1990); mientras que una reduccion (agu-
da) de la osmolalidad promueve la liberacion de ami-
noacidos, especialmente de alanina, cambia la mor-
fologia y el volumen celular (Darling y Blum, 1990) y
disminuye la viabilidad celular (LeFurgey y col., 2001).
Aun mas, el estrés agudo producido por aumentos de
310 mOsm /kg (de 305 a 615 mOsm/kg) durante 10
min se traduce en cambios menores en el contenido
citoplasmatico de iones y elementos (LeFurgey y col.,
2001), mas no en modificaciones importantes de la
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fisiologia celular. Por ello, y para garantizar la integri-
dad celular, en los experimentos aqui descritos se uti-
lizaron soluciones con osmolalidades ligeramente
superiores a las del control (< A89 mOsm/kg para D-
glucosa; < A242mOsm/kg para D-fructosa) y tiempos
de incubacién cortos, de 30 min, que no alteran las
actividades metabdlicas del parasito, garantizan su
movilidad y minimizan la posibilidad de mezclar res-
puestas quimiotacticas con respuestas osmotacticas.

Nuestros resultados indican que la D-glucosa
(25 mM) fue el estimulo quimiotactico mas potente
observado. La expresion de receptores con amplia
gama de afinidades podria explicar la susceptibilidad
de los parasitos a cambios menores de concentracion
y osmolalidad de D-glucosa con respecto a D-fructosa
(Oliveira y col., 2000, Leslie y col., 2002, Barros y
col., 2006).

En conclusioén, en el presente trabajo se adapto el
método de los capilares-dos camaras para medir la
actividad migratoria de L. braziliensis en presencia
de gradientes de sustancias simples (hexosas). Esta
metodologia constituye una técnica simple, eficaz y
reproducible de deteccién confiable, rapida y sencilla
que permite evaluar cuantitativamente in vitro la qui-
miotaxis de promastigotes de L. braziliensis, hacia/
contra un gradiente de cualquier tipo de molécula. La
confiabilidad del método estriba en que la migracion
se determina en condiciones en las cuales el parasi-
to debe movilizarse en contra de la gravedad, con os-
molalidad controlada de las soluciones y durante un
tiempo de incubacion que garantice la cuantificacion
de la quimiotaxis y en el cual no deben estar ocu-
rriendo procesos de osmotaxis.

El método constituye una herramienta fiable y ttil
en el diagnostico clinico de la leishmaniasis, asi co-
mo en el desarrollo de nuevos farmacos anti-infecti-
vos. Sus aportes resultan fundamentales para com-
prender el comportamiento quimiotactico y migrato-
rio de una poblacién de parasitos, tal y como ocurre
durante la interaccion parasito-hospedero en una in-
feccion natural, por lo que la metodologia aqui des-
crita y validada resulta de gran fortaleza ya que la mi-
gracion poblacional es un fenbmeno complejo que
requiere de eventos multiples, incluso de interaccién
parasito-parasito que se suceden cuando se produce
una infeccién exitosa.

Desde que esta tecnologia constituye una prime-
ra aproximacion en la detecciéon de moléculas o dro-
gas que afectan la migracion del parasito, nos permi-
timos proponer su uso como el paso inicial en la dis-
criminacién de nuevas drodgas contra la Leishmania,
ya que permite evaluar un tipo de taxis (quimioatra-
yente o quimiorepelente) en forma rapida para discri-
minar si existe o no una respuesta.
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Finalmente, desde que la inhibicion de la motili-
dad flagelar ha sido propuesta como blanco para el
estudio de nuevas drogas contra tripanosomas africa-
nos (Ginger y col., 2008), el estudio de la quimiotaxis
en diferentes cepas de Leishmania seria de mucha
utilidad en los diversos fenotipos los cuales deberian
expresar diferencias en las respuestas migratorias.
Por ello, mediante el empleo de este método se po-
dria obtener una aproximacioén a la respuesta fisiol6-
gica primaria. Con ello se daria paso al enfoque bio-
quimico, celular, protedmico y genético, lo que debe-
ria conducir a un punto de vista integrado de la impli-
cacion de la motilidad del parasito en su ciclo de vi-
da, virulencia o infectividad.
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