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Sr. Editor,

Los parasitos del género Leishmania sp. adoptan las formas de promastigote y amastigote
en su ciclo de vida. En busca de modelos parasitarios, un estudio utilizé amastigotes axénicos
de Leishmania mexicana para probar nuevas drogas contra el parasito 2. En el desarrollo
de nuevas drogas es importante determinar su farmacodinamia, pudiendo actuar como me-
tabolito secundario directamente sobre el parasito o como un compuesto modificado por la
célula hospedera. En estos casos es de importancia el uso del modelo de amastigotes axéni-
cos para conocer el efecto antiparasitario, destacando las ventajas de este modelo sobre los
promastigotes que no es la fase que se encuentra en el humano y los amastigotes intracelula-
res que son mas dificiles y costosos de mantener ©). Se ha podido demostrar que la variacion
de pH y temperatura son claves en la conversién de promastigote a amastigote axénico .

Presentamos los resultados de un estudio cuyo objetivo fue la obtencién y sostenibilidad
del cultivo de amastigotes axénicos de L. peruviana y L. braziliensis como modelos para fu-
turos estudios sobre efectividad de drogas vy fisiologia del parasito.

Los promastigotes de |a cepa referencial HB86 (L. peruviana)y LC53 (L. braziliensis) fueron cedidos
porellLaboratorio de Patho-antigenos de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Los promastigotes
prociclicos cedidos fueron inoculados 50 pL en pocillos de microplacas de 96 en una concentracién de
2,34x10%/mLen 300 uL de medio Schneider, suplementados con suero bovino fetal al 20%y penicilina
10 000 U/estreptomicina 10 mg/mL, usando diferentes pH (4,7- 5,2- 5,7- 6,2) a 35 °C, usando 3
repeticiones por cada pH. Las lecturas se realizaron cada 7 dias por 1 mes usando un conteo mi-
croscopico de pardsitos tefiidos por el colorante Wright, usando 10 L de cultivo fijado en ldmina
portaobjeto y cubriendo 100 campos.

El porcentaje de conversién por cada pocillo, usando 3 repeticiones para cada pH, se ob-
tuvo usando la siguiente formula: nimero de amastigotes observados en 10 uL/ niumero de
pardsitos observados en 10 L * 100, con el objetivo de determinar el pH optimo donde se
observé la total y mas rapida conversion de promastigotes a amastigotes axénicos.
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Figura 1. A la izquierda HB86 (L. peruviana) en mantenimiento a los 14 dias a pH 4,7, visto al microscopio
de contraste de fases, aumento 400X. A la derecha LC53 (L. braziliensis) en mantenimiento a los 14 dias a
pH 4,7, visto al microscopio de contraste de fases, aumento 400X.

Para el mantenimiento se tomd 50 plL
de medio de cultivo con parasitos (amas-
tigotes axénicos del pH idéneo) y se agre-
gb en 300 pL de medio con el pH idéneo
sin pardsitos cada 7 dias. La lectura se
realizd cada 7 dias por 176 dias.

El Unico medio con la variable pH en
la que existi6 100% de conversion de
promastigote a amastigote axénico, tan-
to para HB 86 como para LC 53, fue a pH
4,7, variando entre 63,7% al 72 dia, 97%
al dia 422 y 100% al dia 562. Mantenién-
dose al 100% de conversion hasta el dia
176 para HB 86, 55,4% al dia 79, 96,7%
al dia 149. Para LC53, 100% de conver-
sion al dia 562y hasta el dia 176. La carga
parasitaria a pH 4,7 estuvo entre 11661/
uL al dia 79, hasta 300/uL al dia 562 para
HB 86; y entre 9769,5/uL al dia 79, hasta
120/ pL al dia 569. Figura 1.

Aungue un estudio previo reportd la
conversion de L. braziliensis en forma
axenica, no se conoce por cuanto tiempo
se pudo mantener esta forma in vitro; ya
gue de no estar conservada esta forma
parasitaria, el efecto de las drogas contra
el pardsito podria estar sobreestimado ©.
Otro estudio previo menciond la conver-
sion del promastigote a amastigote axé-
nico de Leishmania peruviana, aunque
su uso fue la infeccion inmediata a nivel
celular sin dilucidar si estos parasitos po-
drian ser viables en el iempo en el medio
axénico . En contraste, nuestro estudio
logré mantener la forma axénica de L. pe-
ruvianay L braziliensis al 100% al dia 56 y
manteniéndose hasta por 176 dias donde
termind el estudio.

Concluimos que se obtuvo amastigo-
tes axénicos de Leishmania peruviana y

Leishmania braziliensis con una conver-
sion del 100% de promastigotes procicli-
cos a amastigotes axénicos al dia 569, y
gue se mantuvo hasta el dia 1762 a pH
4,7,a35 C° Este hallazgo es de importan-
cia para el estudio de drogas y la fisiologia
del parasito.
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