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ABSTRACT

Characterization of the in vitro metacyclogenesis process of
Leishmania (Leishmania) mexicana promastigotes

Introduction. Leishmaniasis is a spectrum of vector-borne diseases
caused by protozoa of the genus Leishmania sp. In Mexico, species
of the Leishmania (L.) mexicana complex are endemic and cause
cutaneous leishmaniasis. During the development of the parasite in
the vector and in culture, the process of metacyclogenesis has been
described, which consists of morphological and biochemical changes
for the transformation of procyclic promastigotes into metacyclic
promastigotes.

Objective. To characterize the process of metacyclogenesis in axenic
cultures of Leishmania (L.) mexicana.

Materials and methods. In promastigote cultures of L. (L.) mexicana,
different parameters were evaluated daily for 15 days to determine
changes over time. Cellularity, morphology, and cell viability
parameters were analyzed by optical microscopy and flow cytometry.
Results. Inthe growth curve, three stages were identified. a) Logarithmic
phase, from day 0 to 6, procyclic promastigotes predominate, they are
larger, viable, metabolically active and have a high replication rate;
b) stationary phase, from day 7 to 10, metacyclic promastigotes are
abundant, they are thin and elongated, there is a proportion of the
parasites with loss of viability; c) death phase, from day 11, there is a
decrease in cell density and the remaining parasites present apoptotic
characteristics.

Conclusion. The characterization of the growth curve of L. (L.)
mexicana allows to identify easily, quickly, and at low-cost, the time
when there is a higher proportion of metacyclic promastigotes in
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culture, reducing the variability in the results of in
vitro and in vivo experiments.

RESUMEN

Introduccion. La leishmaniasis es un espectro de
enfermedades transmitidas por vector causada por
protozoarios del género Leishmania sp. En México,
especies endémicas del complejo Leishmania (L.)
mexicana son las causantes de leishmaniasis cutanea.
Durante el desarrollo del parasito en el vector y en
cultivo, se ha descrito el proceso de metaciclogénesis
que consiste en cambios morfologicos y bioquimicos
para la transformacion de promastigotes prociclicos
en promastigotes metaciclicos.
Objetivo.Caracterizarelprocesodemetaciclogénesis
en cultivos axénicos de Leishmania (L.) mexicana.
Materiales y métodos. En cultivos de promastigotes
de L. (L.) mexicana se evaluaron diferentes
parametros diariamente y a la misma hora durante
15 dias para conocer los cambios a través del
tiempo. Se analizd la densidad celular, morfologia
y pardmetros de viabilidad celular por microscopia
optica y citometria de flujo.

Resultados. Durante el seguimiento de la
curva de crecimiento se identificaron 3 etapas;
a) fase logaritmica, del dia 0 al 6, predominan
promastigotes prociclicos, poseen mayor tamafio,
son viables, metabolicamente activos y con alta
tasa de replicacion; b) fase estacionaria, del dia 7
al 10, predominan promastigotes metaciclicos,
son delgados y alargados, una proporcién de los
parasitos presentan pérdida de viabilidad; c) fase de
declive, a partir del dia 11, hay disminucién de la
densidad celular y los parasitos restantes presentan
caracteristicas apoptdticas.

Conclusiones. La caracterizacion de la curva de
crecimiento de L. mexicana permite identificar facil,
rapido y a bajo costo, cuando hay mayor proporcion
y calidad de promastigotes metaciclicos, reduciendo
la variabilidad en los resultados de experimentos in
vitro e in vivo.

INTRODUCCION

La leishmaniasis es una parasitosis considerada por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) dentro
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de las enfermedades tropicales desatendidas. Esta
enfermedad tiene un gran impacto en la poblacién
mundial; en el continente americano, se encuentra
presente en al menos 19 paises y se registran de 700
mil a 1 millén de casos al afio, lo cual corresponde
a dos terceras partes del total; Brasil es el pais mas
afectado (1,2). Desafortunadamente México no esta
exento de esta enfermedad, la mayoria de los casos
se presentan en la region centro-sureste del paisy son
causadas principalmente por especies del complejo
Leishmania (L.) mexicana; sin embargo, también se
han reportado casos por especies del complejo L.
(V.) braziliensis y la especie L. (L.) chagasi (3-6).

Este parasito es transmitido a humanos y a otros
animales por vectores del genero Phlebotomus en el
Viejo Mundo o del género Lutzomyia en el Nuevo
Mundo y abarca un espectro de enfermedades que
pueden englobarse en tres diferentes grupos de
manifestaciones clinicas. La leishmaniasis cutanea
(LC) con la aparicion de ulceras cutaneas que
pueden llegar a curarse por si mismas o que pueden
evolucionar a una leishmaniasis mucocutanea
(LMC) caracterizada por una infeccion invasiva que
ocasiona la destruccion de la mucosa nasofaringea,
y por ultimo la leishmaniasis visceral (LV) con una
elevada tasa de mortalidad y que es causada por la
diseminacion del paréasito afectando principalmente
al bazo e higado (7,8). El patron de desarrollo
de la manifestacion clinica es dependiente de la
especie de Leishmania involucrada, asi como del
sistema inmunoldgico del hospedero pudiendo tener
consecuencias importantes como la mutilacion,
discapacidad e incluso la muerte (7). En México, la
LC es la que se presenta en la mayoria de los casos
(3).

Leishmania spp. presenta dos diferentes estadios
basicos durante su ciclo de vida. El promastigote
localizado extracelularmente en el hospedero
invertebrado, mientras que el segundo corresponde
a la fase intracelular o amastigote, los cuales se
encuentran infectando diferentes células del sistema
inmunoldgico dentro del hospedero vertebrado. El
promastigote se multiplica en el tracto digestivo
del vector, para posteriormente ser transmitido al
mamifero a través de la regurgitacion del vector
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durante su alimentacion (9). Morfologicamente
se caracteriza por ser fusiforme de 12 a 20 um
de largo, con un nucleo central y un flagelo
anteronuclear que nace del cuerpo basal situado
por delante del cinetoplasto (10). Tras el deposito
de los promastigotes en la dermis del mamifero,
éstos son fagocitados por diferentes células
inmunolégicas como los neutrofilos, macréfagos
0 células dendriticas. Durante este proceso ocurre
la formacion del fagolisosoma, sin embargo, el
parasito es capaz de evadir su destruccion en esta
estructura celular; asi, luego de pasar por una serie
de cambios morfologicos, los promastigotes se
convierten en amastigotes, los cuales se multiplican
por fision binaria (11). Esta fase del parasito tiene
forma esférica con un didmetro de 2.5a 3.5 um, con
el flagelo internalizado, tiene un nucleo excéntrico
y un cinetoplasto que consta de un blefaroplasto y
cuerpo basal, de donde nace un rizoplasto que se
convierte en el flagelo del promastigote (10).

En el tracto digestivo del vector, se han descrito
diferentes formas del parasito que implican cambios
morfoldgicos y bioquimicos, a este proceso se le
conoce comometaciclogénesis. Estasmodificaciones
favorecen la transformacion de los promastigotes no
infectivos (prociclicos) en promastigotes infectivos
(metaciclicos) permitiéndoles sobrevivir a las
adecuaciones del microambiente tras localizarse en
el hospedero mamifero; este proceso también se ha
demostrado en cultivos axenicos. Morfologicamente
los promastigotes prociclicos son alargados y con un
flagelo mas corto que los promastigotes metaciclicos,
los cuales son de menor tamafio y mas delgados;
los primeros se multiplican de manera logaritmica,
mientras que los segundo no son replicativos. Este
proceso de metaciclogénesis es vital en el parasito
ya que le permite adquirir la capacidad infectiva
(12-15), de ahi la importancia de poder identificar
esta fase en los cultivos axénicos y poder utilizarlos
de manera estandarizada en estudios de infeccion
in vitro e in vivo, que permitan entre otras cosas,
estudiar la respuesta inmune del hospedador, los
mecanismos de evasion del parasito y la evaluacion
de posibles farmacos contra esta enfermedad.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo de la cepa de Leishmania (L.) mexicana
Se utilizaron promastigotes de L. (L.) mexicana
(ATCC MNYC-BZ/62/M379) mantenidos en medio
RPMI 1640 (Gibco) suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB, Gibco) inactivado y 1%
de penicilina/estreptomicina (100 U/mL, In vitro S.
A.). Los cultivos se incubaron a 27°C en oscuridad.

Curva de crecimiento de promastigotes de L. (L.)
mexicana

A partir de un cultivo de promastigotes de L.
(L.) mexicana en fase estacionaria se realizo la
resiembra de 0.2x10° parasitos/mL en medio RPMI
suplementado. El dia de la resiembra se considerd
como dia cero. A partir del dia 1 y hasta el dia 15, se
realizaron conteos diarios, siempre a la misma hora,
utilizando una cAmara de Neubauer.

Anélisis morfologico

Cada 24 horas se tom6 una alicuota del cultivo, los
parasitos fueron lavados con buffer fosfato salino
(PBS) y colocados en un portaobjetos utilizando una
citocentrifuga (LaboFuge 400, Thermo Scientific) a
3000 rpm durante 3 min; una vez secas, las muestras
se fijaron con metanol y se tifieron con Giemsa
1:10 durante 30 min. Los frotis se observaron en
un microscopio optico (Primo Star, Carl Zeiss) a
100x y se capturaron imagenes representativas con
una camara AxioCam ERc 5s, las cuales fueron
analizadas en el software ZEN 2011(16).

Caracterizacion de la curva de crecimiento por
citometria de flujo

Diariamente se tomaron muestras de los
promastigotes y se evaluaron las modificaciones que
el parasito presento a traves del tiempo en tamafo
y complejidad interna, potencial de membrana
mitocondrial e integridad de lamembrana plasmatica
haciendo uso de la citometria de flujo. La adquisicion
de las muestras se llevo a cabo en el citometro de
flujo FACSCalibur (Becton Dickinson, San José,
CA), se registraron 10,0000 eventos de cada muestra
y se analizaron en el software CellQuest Pro version
6.1 (Becton Dickinson).
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a) Cambios en tamafio y complejidad interna

Una vez lavados y resuspendidos en PBS, los
parésitos se adquirieron en el citometro de flujo.
Los cambios morfolégicos fueron analizados en
una grafica de puntos (dot-plot) de tamafio contra
complejidad interna, donde se registraron los
patrones de dispersion de la luz frontal (FSC, para
tamafio) y lateral (SSC, complejidad) generados por
los parésitos (16).

b) Potencial de membrana mitocondrial (y, ) e
integridad de membrana plasmatica

Los promastigotes se tifieron con 20 pL de
Rhodamina 123 (Rho123, 10 pg/mL; Sigma), se
incubaron durante 30 min en oscuridad atemperatura
ambiente. Se realizaron dos lavados con PBS y
se resuspendieron en 300uL del mismo buffer.
Posteriormente, se adicionaron 10 pL de yoduro
de propidio (PI, 20pg/mL; Sigma), y se dejaron
incubar a temperatura ambiente y protegidos de la
luz durante 10 min. Las muestran fueron adquiridas
en el citometro de flujo; la integridad de membrana
plasmatica (exclusion del PI) y el potencial de
membrana mitocondrial (retencion de la Rho 123)
fueron analizadas por separado y simultdneamente
mediante un analisis monoparamétrico y un analisis
biparamétrico respectivamente (16).

RESULTADOS

Curva de crecimiento de L. (L.) mexicana

En la figura 1 se muestra la curva de crecimiento
obtenida al comparar la concentracién celular
con respecto a los dias de cultivo. En la curva
se identificaron tres fases importantes: a) fase
logaritmica o de crecimiento exponencial, la cual
se presenta desde el inicio del cultivo hasta el
sexto dia; durante esta etapa la densidad celular se
incrementd con respecto al tiempo de cultivo; b)
fase estacionaria, que va del séptimo al décimo dia
y en la cual, el nimero de parasitos practicamente no
se modificO y c) fase de declive, que inicia a partir
del onceavo dia, y en la que hay una disminucién
paulatina del nimero de paréasitos.
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Figura 1. Curva de crecimiento in vitro de promastigotes
de Leishmania (L.) mexicana. A partir de un inéculo inicial de
0.2 x10° promastigotes/mL, se realizaron conteos diarios de
promastigotes viables durante 15 dias en camara de Neubauer.
a) Fase logaritmica, b) fase estacionaria, c) fase descendente/
declive. Los resultados graficados representan el promedio +
ds de tres experimentos independientes.

Caracterizacion de la curva de crecimiento de
promastigotes L. (L.) mexicana

Se realizaron analisis morfoldgicos, de funcion
mitocondrial, asi como de integridad de membrana
celular de los promastigotes de L. (L.) mexicana.
En la tabla 1, se muestra una imagen representativa
de cada uno de los parametros evaluados durante los
diferentes dias de incubacion y que se describen a
continuacion.

En el analisis morfoldgico (tabla 1, columna a)
se observd que del primero al sexto dia de cultivo
predominaron los parasitos anchos, con el extremo
posterior redondeado y con un flagelo relativamente
corto. En la fase estacionaria (dias 7-10), la
morfologia de los paréasitos fue mas uniforme, tienen
forma alargada, son afilados y el flagelo es mas
largo que el cuerpo de parésito. A partir del décimo
dia y mas claramente a partir del onceavo dia, se
observé la presencia de células redondeadas, que
adquirieron una tincion mas tenue y sus organelos
estaban menos definidos. En los dias 13 y 14 de
cultivo, fue evidente la disminucion de la densidad
celular que correlaciona con los datos de la figura
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1, y los pocos parasitos que se aprecian, muestran
una estructura celular dafiada. Estas observaciones
correlacionan con el analisis citométrico presentado
(tabla 1, columna b) que muestra los cambios en
el tamafo (FSC) y complejidad interna (SSC) de
los parésitos durante los 14 dias de seguimiento.
En el primer dia de cultivo, la mayor parte de los
promastigotes se detectan como células grandes
(FSChie"; identificados con #)y con una complejidad
interna intermedia. A partir del segundo dia y hasta
el final del cultivo, la poblacion celular se desplazé
de manera paulatina a un valor menor en la escala de
FSC que implica una reduccién del tamafio celular
(FSC™d, marcada con'¥). Del segundo dia y hasta el
quinto dia, se aprecia un nacleo poblacional celular
principal, el cual corresponde a promastigotes en la
fase logaritmica. En el séptimo dia se aprecia una
subpoblacion aun de menor tamafio en el vértice
de la grafica que fue aumentando progresivamente
(FSC" sefialada con W), este periodo corresponde
a la fase estacionaria en la que se menciond
previamente, que no hubo cambios importantes en
la densidad celular, pero si en la morfologia de los
promastigotes. En la etapa de declive, la cantidad
de promastigotes con un tamafio muy pequefio se
incremento de manera progresiva hasta convertirse
en la poblacion mayoritaria en la etapa final de la
curva de crecimiento.

El potencial de membrana mitocondrial (tabla 1,
columna c) es un parametro que nos permite evaluar
de manera general el funcionamiento celular. En los
primeros dias de cultivo (del dia 1 al 4), la mayoria
de los promastigotes presentaron un potencial
de membrana mitocondrial alto (Rhol23"dn
identificados con ¥), sin embargo, este porcentaje
disminuyé conforme avanzé el tiempo; a partir
del quinto dia de cultivo, se aprecié una poblacién
de parasitos que da una sefial de fluorescencia a
la izquierda contigua de la poblacién principal
(Rho123™d, marcados conV¥), la cual representa
a promastigotes con un potencial de membrana
mitocondrial menor a lo normal. Como se observa
en la columna c, es a partir del dia siete cuando el
nivel de tincién con Rho123 indica que un porcentaje
creciente de los paréasitos del cultivo presentan una
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pérdidatotal del potencial de membranamitocondrial
(Rho123' sefialados con W), evento directamente
relacionado con la activacion de un mecanismo de
muerte irreversible en los parasitos; dicha proporcion
es mas alta en la fase de declive (a partir del dia 11
de cultivo) y concuerda con al anélisis morfoldgico
descrito anteriormente en el que se sefiald una
disminucion en el tamafio de las leishmanias (tabla
1, columna a) y con la baja densidad celular presente.
De manera paralela, se evalu6 la integridad de la
membrana plasmatica de los promastigotes durante
la curva de crecimiento (tabla 1, columna d), lo cual
permitié cuantificar el porcentaje de promastigotes
con potencial de membrana mitocondrial normal y
membrana celular integra (cuadrante inferior derecho
de los diagramas de puntos, sefialado con ¥) a lo
largo del cultivo, ambos son pardmetros presentes en
parasitos viables. Al cuantificar estos dos eventos, se
observo que a partir del dia 6 de cultivo, el porcentaje
de promastigotes que han perdido potencial de
membrana mitocondrial aumenta conforme avanzan
los dias, y que esto va de la mano con la disminucion
del porcentaje de parasitos viables (figura 2).

Figura 2. Porcentaje de promastigotes de Leishmania (L.)
mexicana viables o con pérdida de potencial de membrana

mitocondrial () durante el seguimiento de la curva de
crecimiento. El porcentaje de promastigotes con pérdidade y _
corresponde alapoblacién de promastigotes Rho 123 negativos.
El porcentaje de parasitos viables se cuantifico considerando
los promastigotes Rho 123 positivos y PI negativos. Se grafica
el promedio del porcentaje de promastigotes para cada caso +
ds de tres experimentos independientes.
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Tabla 1. Caracterizacion de la curva de creci-
miento de promastigotes de L. (L.) mexicana.
Diariamente se tom6 una muestra de cada cultivo
para determinar la densidad celular y caracterizar
diversos parametros: a) morfologia celular (la barra
equivale a 20 pm); b) modificaciones en tamafio y
complejidad interna (FSC vs SSC); c) el potencial
de membrana mitocondrial (y_, tincién con Rho
123); d) potencial de membrana mitocondrial e in-
tegridad de membrana plasmatica (Rho 123 vs PI).
Las imagenes son representativas de tres experi-
mentos independientes

El analisis de los datos en conjunto indica
que, en la fase logaritmica, la mayor parte de los
promastigotes tienen un mayor tamafio, estan
viables, metabdlicamente activos y con alta tasa de
replicacion. En la fase estacionaria aparecen formas
mas delgadas y alargadas con menor volumen, la
mayoria exhiben membrana plasmatica integra y
una proporcién de los parésitos presentan pérdida
del potencial de membrana mitocondrial; el analisis
biparamétrico (Rho 123 vs Pl) muestra que esta
poblacion tiene caracteristicas de promastigotes
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apoptoticos, por lo tanto, en esta fase hay una
mezcla de promastigotes viables y en proceso de
muerte apoptdtica. En la etapa final o de declive
de la curva de crecimiento, hay disminucién en la
densidad celular debido a la muerte de los parasitos,
y la mayor parte de la poblacién que queda ain en
los cultivos, presenta caracteristicas de parasitos
apoptoticos.

DISCUSION

En 1989, Sacks realiza los primeros reportes
que evidencian el proceso de metaciclogénesis en
Leishmnia sp. tanto en el vector como en cultivo in
vitro, y menciona que los promastigotes presentan
una serie de cambios secuenciales para pasar de un
estado no infectivo a uno infectivo (17). Por otro
lado, los primeros reportes con L. mexicana surgen
en 1993 por Bates y colaboradores, al replicar el ciclo
de vida de esta especie in vitro, describiendo esta
secuencia de cambios morfoldgicos y bioquimicos
al modificar las condiciones de pH y temperatura del
cultivo favoreciendo la transformacion del parasito
a promastigotes (18,19).

Se ha definido que las formas prociclicas son
mas grandes, con un flagelo corto y una alta tasa de
multiplicacidn, en cambio los parasitos metaciclicos
son mas pequefios y delgados, con un flagelo largo;
en algunas especies como L. braziliensis el largo del
flagelo es dos veces el largo del cuerpo del parasito
(18,20, 21). Ademas, estan involucrados unaserie de
moléculas de superficie que son determinantes para
conferir la capacidad infectiva a los promastigotes
metaciclicos; dos de las méas estudiadas son la
lipofosfoglicana (LPG) y la glicoproteina gp63,
que recubren al promastigote metaciclico. Estas son
clave en la evasion de la respuesta inmunolégica
al conferirle resistencia a la lisis mediada por
complemento y a la destruccidn por el fagolisosoma
en el interior del macréfago (22). Esta capacidad
infectiva en los promastigotes metaciclicos también
ha sido demostrada en L. major de manera in vitro
con macrofagos peritoneales e in vivo (23).

De acuerdo a los resultados obtenidos observamos
que en el cultivo de promastigotes de L. (L.)
mexicana realizado en las condiciones descritas, la
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fase logaritmica (dias 0-6) corresponde a la presencia
de promastigotes prociclicos; la fase estacionaria
(dias 7-10) a promastigotes metaciclicos, y a
partir del onceavo dia inicia la fase de declive con
un porcentaje alto de parasitos con disminuida
viabilidad. La identificacion del inicio y duracion
de la fase estacionaria es de vital importancia para
establecer protocolos estandarizados que permitan
utilizar de manera sistematizada parasitos en la
misma fase para estudios in vitro e in vivo, como
aquellos enfocados al estudio de los mecanismos de
infeccion, de respuesta inmune, de evasion, asi como
para la evaluacién de la actividad leishmanicida
de diferentes moléculas sobre esta fase infectiva,
asi mismo, se puede realizar la determinacion
de la capacidad que tiene esta etapa para infectar
macréfagos analizando su posterior conversion a
amastigotes o al realizar la infeccién en ratones.

Las diferencias morfolégicas observadas en
este trabajo entre promastigotes prociclicos vy
metaciclicos, se vieron reflejados en los distintos
patrones de dispersién de la luz mostrados en el
analisis por citometria de flujo; los promastigotes
metaciclicos al ser de menor volumen con respecto
a los prociclicos, la dispersion de la luz frontal es
baja, en cambio las formas prociclicas muestran
una alta dispersion frontal de la luz. De acuerdo
a lo anterior se puede identificar y cuantificar la
poblacion de promastigotes metaciclios dentro de
una poblacion total de promastigotes sin necesidad
de purificar o realizar una tincién fluorescente, lo
cual reduce tiempo y costos (24), favoreciendo la
homogeneidad en la fase de los promastigotes que
Se usan en experimentos posteriores tanto in vitro
como in vivo y reduciendo la variabilidad de los
resultados.

Por otra parte, también es importante tener en
cuenta que las células vivas generan un patron de
dispersion de la luz diferente a las células muertas,
donde estas Ultimas al ser de menor tamafio debido
al encogimiento o lisis celular, tienen un valor de
dispersion frontal menor con respecto a las células
vivas (25). Al realizar un seguimiento de los
promastigotes durante el cultivo, es importante tener
en cuenta la viabilidad celular para poder definir que
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las poblaciones pequefias (FSCmed-low) en realidad
corresponden a promastigotes metaciclicos viables
y NO a parasitos muertos o restos celulares; para esto
se incluyo en la tincion con yoduro de propidio (PI)
que permite hacer esta distincion (26).

Durante la metaciclogénesis, es importante
ademds caracterizar las modificaciones que
pueden ocurrir en diferentes organelos como las
mitocondrias y que son de vital importancia para el
parasito al proveerle de energia. En el caso de los
tripanosomatidos, éstos se caracterizan por tener
una sola mitocondria de gran tamafio (mitocondrién)
(27). Al ser la citometria de flujo una herramienta
multiparamétrica, se pueden evaluar varios
parametros simultaneamente, por lo cual durante el
seguimiento de la curva de crecimiento ademas de
evaluar los cambios en la morfologia y la viabilidad,
se evalué la pérdida de potencial de membrana
mitocondrial con el fluorocromo lipofilico catiéonico
Rho 123. Las células viables poseen un alto
potencial de membrana mitocondrial y tienen la
capacidad de retener el fluorocromo en el interior
de la mitocondria reflejando una alta fluorescencia.
En las células en etapas tempranas de apoptosis el
potencial de membrana mitocondrial decae, por
lo cual disminuye la capacidad de retencion del
fluorocromo, mientras que en las células apoptoticas
tardias e incluso en las necréticas la actividad
mitocondrial es nula. Con base en lo anterior, el
analisis simultdneo de viabilidad y pérdida de
potencial de membrana mitocondrial (Rho 123
vs PI) permite la distincion entre células viables,
apoptotica y apoptoticas tardias y/o necroticas.
Es importante resaltar que los procesos de muerte
celular programada como la apoptosis, ya ha sido
demostrado que también ocurren en organismos
unicelulares como Leishmania sp. y no es un proceso
exclusivo de organismo pluricelulares (28).

La pérdida de potencial de membrana mitocondrial
se ha relacionado con apoptosis en eucariontes,
sin embargo se conoce muy poco del impacto en
protozoarios (29). Lee y colaboradores, llevaron a
cabo la evaluacion de una serie de marcadores de
muerte celular en un cultivo de promastigotes de
L. donovani a diferentes dias de incubacién; en la
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fase estacionaria detectaron fragmentacion del ADN
con patron de escalera y pérdida de potencial de
membrana mitocondrial, concluyendo que en L.
donovani se presenta un proceso de muerte celular
programada cuando las células entran en fase
estacionaria del cultivo (30), siendo esto congruente
con nuestros resultados para L. mexicana.

Por otra parte es importante sefialar que los
promastigotes metaciclicos presentan parametros
bioguimicos caracteristicos de células apoptéticas,
lo que explica, al menos en parte, su alta capacidad
de infectividad; diversas investigaciones se han
centrado en que la muerte celular por apoptosis
en Leishmania sp. es un mecanismo “altruista” de
algunos promastigotes al momento de infectar a un
mamifero para promover la sobrevivencia del resto
de la poblacion como amastigotes, debido a que la
apoptosis, al ser un proceso de muerte que no emite
sefialesdealerta, no favorece laactivacion del sistema
inmunoldgico (14,31,32). Este proceso ha sido
catalogado como una estrategia inmunomoduladora
que le resulta esencial para el establecimiento de la
infeccion y garantizar la superviviencia del parasito
en el mamifero (33).

CONCLUSION

La caracterizacion de la curva de crecimiento de
L. (L.) mexicana analizando su densidad celular, los
cambios morfol6gicos y parametros de viabilidad
celular por citometria de flujo permite identificar
de manera facil, rapida y a bajo costo, el momento
en el que la mayor proporcion de parasitos en un
cultivo axénico presenta la fase de promastigotes
metaciclicos, lo cual esimportante para larealizacion
de estudios in vitro e in vivo, reduciendo asi la
variabilidad en los resultados ocasionados por la
presencia de diversas proporciones de promastigotes
prociclicos/metaciclicos en cada experimento. Es
importante resaltar que este analisis es particular de
cada especie, por lo que es necesario realizarlo para
aquella con la que se desee trabajar.
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