REV, PER. BIOL. 1 (2) : 154-158
JULIO - DICIEMBRE, 1974

EL CONSUMO DE OXIGENO DE CEPAS DE UTA Y ESPUNDIA
(Leishmania) CON MONOSACARIDOS.

Margarita Aurazo R., inés Garate C. y César Naquira V.

Departamento de Microbiclogia y Parasitologia.

Universidad MNacional Mayor de San Marcos.

SUMARIO

Se ha realizado un estudio comparativo de la respiracién vy la accidbn de los monosacdridos (glucosa,
fructosa, galactosa y manosa) sobre el consumo de oxigeno entre dos cepas de Leishmania prove-
nientes de casos clinicos de leishmaniasis cutdnea pura (uta) v de leishmaniasis cutdneo-mucosa {espun-

dig) del Perd,

SUMMARY

This is a comparative study of respiration and monosaccorid action (Glucose, Fructuose, Galactase and
Mannose) about oxygen consumption between two strains of Leishmania isolated from patients with cu-
taneous {uta) and muco-cutaneocus leishmaniasis {espundia) from Peru.

INTRODUCCION

La leishmaniasis tegumentaria se pre-
senta en el Perd bajo dos formas clinicas
diferentes: la leishmaniasis cuirdnea pura,
que en nuestra sierra es conocida desde
tiempos remotos como “uta’” y la leish-
maniasis cutdneo-mucosa llamada ‘es-
pundia”, predominante en la seiva pe-
ruana.

Se ha discutido si las leishmaniasis
son producidas por una sola especie de
Leishmania con manifestaciones diferen-
tes segun el hospedero o si son varias
especies, sub-especies o razas de Leish-
mania con caracteristicas patdgenas dife-
rentes que expliquen las diversas modali-
dades clinicas, SIROL vy cols. (1974).
LUMSDEN (1974) propuso que para la
clasificaci6n de estos microorganismos se
tuvieran en cuenta sus caracteres intrin-
secos (morfologia, estructura quimica,
efectos inmunolégicos) y extrinsecos {res-
puesta de otros componentes a la inva-
sion de los organismos). En las investi-
gaciones actuales hay una inclinacion por
estudiar las caracteristicas bioguimicas y
fisioldgicas de estos organismos para su
mejor sistematizacidn.

En el presente trabajo se hace un es-
tudio comparativo de los aspectos bdsicos
de la biogquimica de los microorganismos
causantes de la "uta’” y “espundia”’. Este
estudio comprende: a) La respiracién y
b) La accién de los monosacdridos sobre
el consumo de oxigeno.

MATERIAL Y METODOS

En el presente trabajo se han utiliza-
do dos cepas de. Leishmania, una de ellas
(L-678) aislada de un caso humano de
leishmaniasis andina cutdnea pura, forma
denominada "‘uta’’; y la otra cepa (L-394)
aislada de un paciente de leishmaniasis
selvatica cutdnea que correspondia a la
fase cutdnea de la forma Hamada “es-
pundia’’, va que el paciente fue tratado
oportunamente, sin haberse presentado
lesiones mucosas.

Las cepas fueron mantenidas en me-
dio Tobie con sangre desfibrinada e inac-
tivada de conejo en la proporciéon de
159% para los medios destinados a la ce-
pa de “uta’” y 10% en los medios para
la cepa de “espundia’. La obtencion de
los pardsitos para los experimentos se
realizé6 cuando las cepas se encontraban
en la etapa semilogaritmica de crecimien-
to, para ello se debieron determinar las
curvas de crecimiento de ambas cepas
mediante el método por contaje directo
de las formas promastigote durante los
primeros siete dias después de la siembra.

Los experimentos para el cociente
respiratorio, respiracién endoégena y efec-
to de los monosacdridos sobre el consu-
mo de oxigeno fueron realizados en el
aparato Warburg (marca B. Braun). La
estimacion del intercambio de gases fue
calculada mediante métodos manométri-
cos, UMBREIT y cols. (1964).



AURAZO, GARATE y NAQUIRA — EL CONSUMO DE OXIGENO D2 CEPAS 155

Hicimos uso de los siguientes mono-
sacdaridos: D-Glucosa, D-Fructosa, D-Ga-
lactosa y D-Manosa. Cada monosacarido
fue empleado en solucién 0.1 Molar uti-
lizdndose en cada experimento 10 micro
M. del monosacérido.

Los experimentos fueron realizados a
30°C. Las lecturas fueron hechas cada
10 minutos durante una hora.

Se utilizaron tres frascos-mandmetros
para cada experimento. Uno de los fras-
cos fue utilizado como termobarémetro y
los otros dos se utilizaron con 1.0 mi. de
suspension de pardsitos de cada cepa.
Los reactivos empleados fueron los si-
guientes: Buffer fosfato 0.1 M., pH 7.3,
Solucién Ringer, Hidroxido de potasio
al 20%.

Cada cifra dada a conocer en los
resultados es promedio de cuatro expe-
rimentos,

RESULTADOS

1.—Determinacion de las curvas de cre-
cimiento.

Se observé en el primer dia un decre-
cimiento en la cantidad de microorganis-
mos; en el segundo dia se inicid un
crecimiento progresivo hasta el quinto
dia en la cepa de “uta’’ y hasta el sexto
dia en la cepa de "“espundia”’, dias en los
cuales las cepas llegaron a la fase expo-
nencial de su desarrollo; a partir de estos
dias se observé un decrecimiento progre-
sivo en la cantidad de microorganismos.
TABLA 1.

TABLA 1

DETERMINACION DE LAS CURVAS DE CRECIMIENTO

POR CONTAIJE DIRECTO

CEPA DE "“UTA”

pia PARASITOS /ml.
0 42'000,000
| 14'000,000
2 35'000,000
3 40000,000
4 60000,000
5 65'000,000
6 60'000,000
7 24000,000

CEPA DE “ESPUNDIA”
PARASITOS /mi.

¢

43'000,000
11'000,000
24000,000
30000,000
40'000,000
60'000,000
70'000,000
317000,000
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2,—Determinaciéon del Cociente Respi-
ratorio.

La cepa de “uta’ presentd un cocien-
te respiratorio promedio de 0.96 -+ 0.03.
En la cepa de “espundia’ se pudo apre-
ciar un cociente respiratorio promedio de

0.96 + 0.02.

3.—Respiracion endégena.

El oxigeno consumido por la cepa de
“uta’” fue: 207.15 micro litros 02/]06
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microorganismos y para la cepa de
“espundia’” se obtuvo un promedioc de
192.28 micro litros 0,/10% parésitos. La

probabilidad de desviacion es: mayor
que 0.5.

4.—Efecto de los carbohidratos sobre el
consumo de oxigeno.

En la TABLA 2 se dan a conocer los
valores promedio de las cifras resultantes
de los experimentos realizados con cada
uno de los monosacdridos.

TABLA 2
EFECTO DE LOS MONOSACARIDOS SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO

RESPIRACION } % DE

MONOSAC. \ CEPA RESPIRACION | DESVIAC.
ENDOGENA i CON GLUCOSA ‘ INCREM. STAND.
Uta . . . 199.404-35.45 340.37+4930 70.69 2.42
GLUCOSA o o
Espundia . 388.43-1-41.65 646.69+41.65 66.48 3.71
Uta . . . 1927544221 365.50476.78 89.62 1.97
FRUCTOSA - o
Espundia . 126.97-+20.00 224.504-30.10 76.00 2.70
Uta . . 258.944-55.20 282.48-53.08 9.09 0.30
GALACTOSA B -
Espundia . 145.83+16.47 187.624-52.20 28.99 0.77
Uta . 177.514+42.66 236.24+4+51.32 33.08 0.88
MANOSA - o
Espundia . 107.90+-25.78 1493841695 38.50 1.34
DISCUSION de “uta” (15%) en lugar del 10% en

El mantenimiento de la cepa de
“uta’ en el laboratorio en los medios de
cultivo NNN, Agar Sangre y Tobie es
dificil, lo cual no ocurre con la cepa de
"espundia’’. Para obtener una cantidad
apreciable de pardsitos fue necesario au-
mentar el contenido de sangre en los
medios de cultivo destinados para la cepa

los medios para la cepa de “espundia’.
Deduciendo que las variaciones observa-
das en las cepas corresponden a requeri-
mientos nutricionales diferentes.

Se observé que el rango de variabili-
dad de pH del medio podia ser mads
amplio en el caso de la cepa de “‘espun-
dia’” que en el de ““uta’”, lo cual puede


http:236.24+51.32
http:187.62+52.20
http:282.48+53.08
http:224.50+30.10
http:365.50+76.78
http:646.69+41.65
http:340.37+49.30
http:107.90+25.78
http:258.94+55.20
http:126.97+20.00
http:192.75+42.21
http:388.43+41.65
http:199.40+35.45

AURAZO, GARATE y NAQUIRA — EL CONSUMO DE OXIGENO DE CEPAS 157

estar en relaciébn con la permeabilidad
celular que como ha demostrado ZELE-
DON (1960) favoreceria, segiin el pH la
absorcién de elementos nutricionales.

En las curvas de crecimiento, el méxi-
mo punto de crecimiento exponencial
corresponde al quinto dia en la cepa de
“uta’” y al sexto dia en la cepa de “es-
pundia”, lo cual es mds corto que lo se-
nalado para otros miembros de la familia
Trypanosomatidae; asi para T. cruzi se
sefala 10 dias segin APT y NAQUIRA
(1966). La cortedad en el desarrollo ex-
ponencial de las cepas de Leishmania nos
indica la extraordinaria actividad meta-
bblica dentro de los seis dias siguientes
a la siembra. La aparente mayor cortedad
(1 dia) en el punto mdximo exponencial
de la cepa de “‘uta’’, en relacién a la ce-
pa de “espundia’’ puede deberse a la ma-
yor actividad metabdlica de la primera
dado que recibié un mayor aporte nutri-
cional.

El cociente respiratorio reflejaria con
una relativa propiedad los cambios meta-
bélicaos, sobre todo cuando se estdn utili-
zando sustratos ya sea ricos en hidratos
de carbono, grasas o proteinas. En el caso
de las cepas de “‘uta’’ y "‘espundia” se
aprecia que el cociente respiratorio es
alto y similar, lo cual pareciera demos-
trarnos que la actividad metabdlica seria
similar para ambas cepas, necesitdndose
un estudio de los metabolismos de los
principales nutrientes para confirmar es-
ta aseveracién, La alta cifra alcanzada
podria indicarnos que la actividad meta-
bélica es preferencialmente proporciona-
da por el metabolismo de carbohidratos,
tal vez en relacién con la energia nece-
saria para su movimiento.

La absorcidén de los monosacéridos se
hace generalmente por gradiente de con-
centraciébn o por un transporte activo,
pareciendo ser éste el mas importante, ya
que permitiria una mejor regulacién de
la actividad metabdlica de las células asi
se ha demostrado la presencia de hexo-
quinasas que catabolizan la fosforiliza-
cién y absorcion de monosacdridos, di-
chas hexoquinasas podrian ser especificas
para cada monosacdrido, lo cual indicaria
que la absorcién no se realizaria a igual
velocidad. Se sabe que la glucosa y fruc-
tosa son utilizadas en proporciones simi-
lares, siendo menor esta utilizacion para

la galactosa y manosa, por algunos de la
familia Trypanosomatidae, VON BRAND
(1966),

Unoc de los métodos usados para de-
terminar si un carbohidrato puede ser
utilizado por los pardsitos es la investiga-
cidbn del consumo de oxigeno, VON
BRAND (1966). En el presente trabajo
se utilizé dicho método, habiéndose rea-
lizado el estudio de cuatro monosacdridos:
siendo el resultado, el haber observado
un incremento similar del consumo de
oxigeno por la presencia de glucosa y
fructosa y de una menor estimulacion por
la presencia de galactosa y manosa, lo
cual estd en lineas generales de acuerdo
con lo observado en otros pardsitos.

En nuestros resultados, tanto la cepa
de “uta’ como ia de “espundia”, son es-
timuladas por la glucosa en porcentaje
similar, estando dicho porcentaje de in-
cremento en similitud con lo encontrado
por MANCILLA y cols. {(1969) para L.
brasiliensis.

El estimulo de la fructosa es similar
en ambas cepas y este porcentaje de in-
cremento es semejante al proporcionado
por la glucosa, lo cual estd en relacion
a lo sefalado por VON BRAND (1969%).

La galactosa y la manosa estimulan
poco el consumo de oxigeno, no existien-
do diferencias estadisticamente significa-
tivas entre ambas cepas. El bajo por-
centaje de incremento de consumo de
oxigeno podria estar en relacidn a una
menor absorcién y utilizacién de la mis-
ma, cuya causa, entre otras, puede ser la
puesta en juego de mecanismos enzima-
ticos que limitarian su absorcion y utili-
zacibn mas oportuna.

De la comparacién de los resultados
obtenidos para cada una de las cepas,
tanto la cepa de "uta’ y la cepa de “es-
pundia’’, no presentan diferencias esta-
disticamente representativas, lo cual nos
induce a afirmar que en relacién a la uti-
lizacion de los carbohidratos, ambas ce-
pas tienen comportamiento similar y que
seria interesante estudiar el metabolismo
intermediario que pudiera explicar mejor
el diferente comportamiento de las cepas,
en caso de ser especies diferentes, o da-
tos que expliquen la calidad de lesiones
tan distintas en los casos de “uta” vy
“espundia”.
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