
finir
.

fic

ubje

/

95

REV CUBANA MED TROP 2000;52(2):95-100

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL “ PEDRO KOURÍ”

Necesidad del uso de cromógenos para cuantificar
promastigotes de Leishmania  en placas de 96 pozos

Lic. Ana Margarita Montalvo,1 Dr. Sergio Sifontes,2 Téc. Ivón Montano3 y Dra. Ana Margarita Espino4

RESUMEN

Las dificultades que aún persisten en el tratamiento de las leishmaniosis justifican el ensayo de la acción de nuevos productos sobre
formas del parásito, en la búsqueda de una alternativa terapéutica a esta parasitosis. Dada la necesidad de establecer un procedimiento
para evaluar la actividad in vitro de productos naturales y sintéticos en las condiciones cubanas, el propósito de este trabajo fue de
la utilidad del uso del p-nitrofenilfosfato como sustancia cromógena para la cuantificación de parásitos en placas de 96 pozos Para
normalizar este método colorimétrico se establecieron las etapas de la curva de crecimiento del parásito. El estudio de linealidad y selección
del volumen de muestra que resultaba óptimo para la realización de los ensayos mostró que con 200 mm se obtuvo el máximo coeiente
de determinación lineal. Asimismo, se comparó el coeficiente de variación en presencia y ausencia del cromógeno y se estudió la influencia
de los cambios del medio de cultivo en la lectura de las absorbancias. El límite de cuantificación establecido demostró la necesidad del uso
del cromógeno para los propósitos de este trabajo y los resultados en general permiten recomendar esta metodología, menos stiva,
simple de ejecutar y rápida, para ensayar los productos que resulten de interés en este campo.

Descriptores DeCS: COMPUESTOS CROMOGENICOS/farmacología; NITROFENOLES/análogos y derivados;NITROFENOLES
farmacología; LEISHMANIA/efectos de drogas.
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Leishmania existe en 2 estructuras diferente
en su morfología y fisiología: promastigote, forma
en que se presenta en los vectores, y amastigote,
estadio que existe en los hospederos vertebrad1

La enfermedad es transmitida por la picadura
moscas chupadoras de sangre (géne
Phlebotomus y Lutzomyia) contaminadas a parti
de humanos (leishmaniosis antropozoonótica
animales infectados (leishmaniosis zoonótica). Ex
en todos los continentes habitados, exce
Australia.2 Se presentan anualmente 1 500 0
a 2 000 000 de casos nuevos de esta parasit
se estima que existan más de 12 000 000
enfermos en el mundo y 350 000 000 con riesgo
contraer la enfermedad cada año.3

Durante más de 50 años los derivados 
antimonio pentavalente han sido los medicamen
,

de elección.4 En la actualidad, el pentostam®

(gluconato sódico de antimonio) y el glucantime®

(antimoniato de meglumina) son las formas 
antimonio pentavalente existentes en el merca
Éstas no son eficaces contra todas las espec
resultan en particular poco sensibles L. aethiopica
y L. major.5,6  Su eficacia contra las especie
normalmente susceptibles no es de 100 %, y
cada vez mayor el número de cepas que desarro
resistencia a los derivados de antimon
pentavalente.7 Su uso ha sido limitado por los
efectos adversos, y es causa frecuente 
interrupción del tratamiento. Se asocian con l
derivados de antimonio pentavalente la pancrea
subclínica (31 %), la cardiotoxicidad (15 %) y l
nefrotoxicidad en 5 % de los casos.8 Los pacientes
con SIDA coinfectados con Leishmania son en
illas.
1 Investigadora Agregada. Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kourí".
2 Aspirante a Investigador. Centro de Bioactivos Químicos, Universidad Central de Las V
3 Técnica de Parositología. Instituto de Medicina. Tropical "Pedro Kourí".
4 Doctora en Ciencias Médicas. Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kourí".
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particular sensibles a la pancreatitis, al punto
ser considerada una causa  potencial de muert
estos individuos.9

La anfotericina B y la pentamidina son los otr
2 medicamentos disponibles para el tratamiento
la leishmaniosis. Por causa de su toxicidad
reservan para los casos resistentes a los deriv
de antimonio pentavalente.6,10 De la anfotericina
B se han desarrollado formulaciones en lípid
(alphocil® y ambisone®) con menor toxicidad y
adecuada eficacia, pero el precio no es asequ
a la mayoría de la población afectada.6 La
anfotericina B es un antifúngico de poten
actividad in vitro  e in vivo contra
Leishmania,6,11,12 no obstante, puede causa
anafilaxis, trombocitopenia, dolor generalizad
convulsiones, fiebre, escalofríos, flebitis, anorex
anemia, insuficiencia renal (glomerulolubular)
hipocalcemia.6

Muchos productos han demostrado efectivid
in vitro, unos pocos en modelos animales y algu
se encuentran en evaluación clínica.7 Se han
ensayado derivados naturales de plantas13 y
productos sintéticos,14-16 para esto se han emplead
diversas metodologías.

El indicador más común utilizado para med
la actividad in vitro de un  principio activo, es la
concentración de éste que es capaz de inhib
crecimiento de los parásitos en 50 %. Para ello
enfrentan cultivos del parásito a diferent
concentraciones de droga y se determina
cantidad de éstos luego de un período de incuba
predeterminado. El conteo de los parásitos
cámara de Neubauer es la metodología clás
empleada para determinar las concentracio
celulares que alcanzan los cultivos. No obstan
por ser un procedimiento laborioso y algo subjet
se ha sustituido por contadores celular
electrónicos y se han desarrollado técnic
colorimétricas y radiactivas. Dentro de los métod
colorimétricos se han empleado como cromóge
sales de metiltetrazolium que tienen el inconvenie
de ser insolubles en agua, por lo que requieren
extracciones alcohólicas que hacen la técnica   
compleja.17 Recién  se ha adaptado el uso d
pnitrofenilfosfato (pNPP) al conteo d
tripanosomatídeos. Este es un cromógeno inco
que por la acción de las fosfatasas ácidas de
parásitos cambia a p-nitrofenol, de color amaril
Tiene la ventaja de ser soluble en agua, lo q
permite realizar el ensayo en un solo paso.15
n

s

l

En ensayos preliminares se encontró que
leer una suspensión de promastigotes en 
espectrofotómetro de luz ultravioleta-visible, s
obtuvieron valores relativamente altos d
absorbancia, que disminuían en la medida en q
aumentaba la longitud de onda. Además 
encontró que existía una relación lineal entre
concentración de promastigotes y los valores 
absorbancia obtenidos. Se utilizó como base e
para conocer si podían realizarse lecturas en pla
de 96 pozos a las mínimas longitudes de on
disponibles sin emplear cromógeno, con la finalid
de definir la necesidad de su uso en la cuantificac
de promastigotes. Esta meta está relacionada 
la necesidad de establecer un procedimien
objetivo y rápido para la evaluación de la activida
in vitro de productos naturales o sintéticos en l
condiciones estudiadas.

MÉTODOS

Para la realización de los ensayos se emp
la cepa de Leishmania amazonensis MHOM/77/
/LTB0016, gentilmente cedida por el Departamen
de Inmunología de la Fundación Oswaldo Cru
Río de Janeiro, Brasil.

Curva de crecimiento: Para conocer las distinta
etapas del crecimiento de la cepa utilizada se estu
su curva de crecimiento, se tuvo en cuenta
necesidad de emplear promastigotes en fa
exponencial de multiplicación. Partiendo de un cultivo
de Leishmania amazonensis con 48 h de incubación se
sembraron frascos para cultivos celulares (Nu
Denmark), de 25 cm2 con 1,25 x 105 promastigotes/ mL
en medio de Schneider, suplementado con 10
de suero fetal bovino (WL, Inmunoquímica, Río d
Janeiro, Brasil), 200 UI de penicilina y 200 mg/m
de estreptomicina. Fueron incubados a 26 
durante 7 d. Se tomaron muestras diarias p
duplicado, que fueron fijadas en solución d
formaldehído 1 %, para realizar diariament
durante los 7 d, el conteo del número de parás
en cámara de Neubauer. Se realizaron 3 exp
mentos de 2 réplicas cada uno y se dibujó la curv
de crecimiento de este parásito, en est
condiciones. Se determinó cuándo comienza
termina cada fase del crecimiento y se estimó
tiempo medio de generación.
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Estudio de linealidad y selección de
volumen de muestra óptimo: Para realizar un
estudio de linealidad y seleccionar el volumen 
muestra que resulta óptimo para la cuantificac
de  los promastigotes en los cultivos, se realiza
diluciones seriadas 1/2 de éstos, se abarcó el ra
de 1,6 x 105 a 8,5 x 107 células/mL. Los  parásitos
en distintas concentraciones, fueron transferido
placas de cultivo Nunc de 96 pozos, de fondo pla
Los volúmenes de muestra evaluados fueron 1
150, 200 y 250 µL. Las placas fueron leídas en
lector de ELISA (EMS Reader MF Versión 2,4-0)
a 405 nm. A partir de los datos, se obtuvieron
curvas de absorbancia en función de l
concentraciones de parásitos, para los diferen
volúmenes de muestra.

Coeficientes de variación: Una vez evaluado
el volumen de muestra óptimo se compararon 
coeficientes de variación en presencia o ausen
de pNPP, con el objetivo de conocer las variacion
que introducía esta sustancia cromógena al 
adicionada a los cultivos. Siguiendo el protoco
anterior fueron transferidos a los pozos 200 µL
las mismas diluciones de promastigotes, la pla
se leyó a 405 nm. Después se agregaron en cada po
20  mL de pNPP ( 20 mg/mL) en Tritón X-100 1 % e
acetato de sodio 1 M, pH 5,5. Se incubó la pla
durante 5 h a 37 °C, tiempo tras el cual se efec
la lectura a 405 nm.

Cambios en el medio de cultivo: Con el
objetivo de conocer si el crecimiento de lo
parásitos producía cambios en el medio de cult
que pudieran falsear las lecturas de l
absorbancias, se sembraron tubos que conte
1,25 x 105 promastigotes/mL en medio de Schneid
completo y fueron incubados a 26 °C por 5 d. D
forma similar, se incubaron en iguales condicion
tubos con medio de cultivo sin inocular. Luego 
ese tiempo se centrifugaron todos los tubos a 1 
gravedades, durante 20 min, con la finalidad 
obtener los sobrenadantes y determinar s
absorbancias a 405 nm, una vez transferidos a
placa a razón de 200 µL por  pozo.

Determinación del límite de cuantificación:
El límite de cuantificación es uno de los indicador
de sensibilidad de los métodos analíticos
representa, en este caso, la mínima concentra
de promastigates que el método es capaz de m
o

,

r

n

ir

o cuantificar con exactitud.  Para determinar
límite de cuantificación se partió de un tubo 
cultivo en fase logarítmica de crecimiento, 
centrifugó a 1 700 gravedades durante 10 min 
resuspendió en la mitad del volumen con me
fresco. Se realizó el conteo en cámara 
Neubauer y se ajustó a 107 promastigotes/mL a
partir de lo cual se prepararon diluciones c
medio para obtener 10 concentraciones en
107 y 104 promastigotes/mL. Las distinta
diluciones fueron transferidas a placas de 96 po
de aplicaron las concentraciones de parásitos
las columnas 1-10 y en las 11 y 12 se aplicó me
de cultivo para determinar la absorbancia med
la desviación estándar de éstos.  Las placas fu
leídas inmediatamente a 405 nm. Después se a
el pNPP según se describió en ensayos anterio
la placa se incubó a 37 °C durante diferen
tiempos, de manera que las lecturas fue
realizadas cada 1 h, entre las 2 y 6 h.

Se obtuvieron las ecuaciones de regresión lin
para determinar los límites de detección
cuantificación mediante la fórmula siguiente: 18

            media blanco + 10 x DE blanco
                          pendiente

RESULTADOS

Curva de crecimiento: Luego de las primera
horas de evolución del cultivo (fig.1) en que 
observó un crecimiento sostenido de parásitos
obtuvo una fase logarítmica de crecimiento que
extendió entre las 24 y 96 h posteriores a
inoculación. A partir de aquí, se observó u
desaceleración de casi 24 h de duración, 
condujo a la fase estacionaria, en la que no
produjeron nuevas divisiones de los parásitos. E
última fase se extendió hasta las 168 h, final 
período estudiado. El tiempo de generación  fue
12,4 h.

Estudio de linealidad y selección de
volumen de muestra óptimo: La evaluación de
los diferentes volúmenes de muestra (fig. 
evidenció que al emplear 250 µL se obtuvo la ma
pendiente de la curva. Sin embargo, el interv
lineal resultó más estrecho, pues se observó
caída de la pendiente superior a 5 % por enc

Lc =
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de 2 x 105 promastigotes/mL con lo que se reduc
el intervalo de linealidad. Con 200 mL se obtuvo
el máximo coeficiente de determinación linea
y el intervalo de linealidad se extendió hast
4,2 x 107 promastigotes/mL, por lo que este
volumen fue escogido para la realización de lo
trabajos posteriores.
Coeficiente de variación: El coeficiente de
variación medio y el rango en que oscilan és
para las diferentes concentraciones de promastig
fue similar (tabla) para los pozos en que se eva
el medio de cultivo libre de cromógeno y en aqué
que contenían esta sustancia.
1 .E + 0 8

1 .E + 0 7

1 .E + 0 6

1 .E + 0 5

C
on

ce
n

tr
ac

ió
n 

(c
él

ul
as

/m
L

)

0 2 4 4 8 7 2 9 6 1 2 0 1 4 4 1 6 8
T ie m p o  ( h )

0 ,6

0 ,5

0 ,4

0 ,3

0 ,2

0 ,1

0

A
bs

or
ba

nc
ia

0 5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0 3 0 0 3 5 0 4 0 0 4 5 0

y (2 5 0 )  =  1 ,1 8 33 x  +  3 9 ,7 7 9
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2

y (1 5 0 )  =  0 ,7 6 99 x  +  3 6 ,7 9 6
R 2  =  0 ,9 9 63

y (1 0 0 )  =  0 ,6 1 02 x  +  3 7 ,5 6 5
R  =  0 ,9 9 0 6

2

C é lu l a s x  1 0 0  0 0 0

1 0 0   Lµ 1 5 0   Lµ 2 0 0   Lµ 2 5 0  Lµ

Fig. 1. Curva de crecimiento
de L. amazonensis en
medio de Schneider + SFB
10 %.

Fig. 2. Curvas de absorbancia en función de las concentraciones celulares con el empleo de diferentes volúmenes de muestra.
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TABLA. Coeficientes de variación y límites de cuantificación antes y después de aplicar el p-nitrofenilfosfato

Tiempo de                     Coeficientes de variación                                                           Pendiente      intercepto         LC (células/mL)
incubación               media (%)          mínimo-máximo          Abs

blanco
          DE

blanco
             (x10-7)

sin pNPP 1,3 0,3-3,8  0,147 0,001 1,0617  0,150  9,9E+05
2h 1,9 0,7-4,0 0,266 0,006 5,6487 0,265  1,9E+05
3h 1,7 0,6-3,2 0,276 0,006 7,5934 0,277  8,4E+04
4h 1,6 0,5-3,0 0,279 0,004 9,4676 0,282  2,0E+04
5h 2,1 0,7-2,9 0,292 0,009 11,206 0,294  4,8E+04
6h 2,0 0,7-3,3 0,294 0,008 12,564 0,300 -4,9E+03

LC: límites de cuantificación. Absblanco: absorbancia del blanco; DEblanco: desviación estándar del blanco.
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Cambios en el medio de cultivo: El
sobrenadante del medio de cultivo en que 
sembraron parásitos mostró una absorbancia m
(0,160) algo menor (p < 0,05) a la del medio 
inoculado (0,166).

Determinación del límite de cuantificación:
El límite de cuantificación (tabla ) sin aplicar pNP
fue de casi 106 promastigotes/mL. Por el contrario
pudo comprobarse que cuando éste se adicion
el límite de cuantificación disminuía en función d
tiempo: a las 2 h, resultó aún superior a 10,5 pero
luego de 3 h pudieron hacerse mediciones c
suficiente confiabilidad a concentraciones inferior
a ésta.

DISCUSIÓN

En el estudio de la curva de crecimiento de 
promastigotes en medio de Schneider 
evidenciaron las fases características del desarr
de estos microorganismos en los cultivos in vitro.19

La lectura de los ensayos de inhibición d
crecimiento se realiza generalmente durante la f
exponencial, de forma tal que su delimitació
permitió seleccionar cultivos con 24-96 h d
incubación para el diseño de los demás ensayo

El estudio de los diferentes volúmenes 
muestra evidenció una mayor sensibilidad 
emplear 250  µL. Sin embargo, el intervalo line
es más reducido que al aplicar 200 µL, volum
con el que se obtuvo el máximo coeficiente 
determinación lineal; de ahí que fuera escog
como volumen de muestra óptimo.

El estudio de los coeficientes de variación c
el empleo o no de pNPP demostró que, en e
aspecto, ambas técnicas son similares. Asimism
,

para todas las concentraciones de promastigotes
coeficientes de variación fueron inferiores a 5 %
de manera que la variabilidad mostrada por 
2 técnicas es aceptable.18 Además, estos valores
son similares a los obtenidos por Bodley y otros20

al emplear el procedimiento descrito para el pNP
Al evaluar la influencia del crecimiento de lo

parásitos sobre las  propiedades colorimétricas
medio de cultivo pudo comprobarse que 
producía una disminución de su absorbancia. 
obstante, la diferencia entre las medias de los gru
fue sólo de 0,006. Lo anterior sugiere que es pos
realizar las lecturas de las placas de cultivo 
necesidad de centrifugarlas para eliminar el med
con lo que se  simplifica la realización del ensay

Sin aplicar pNPP el límite se cuantificació
no fue lo suficientemente bajo, si se tiene 
cuenta que la mínima cantidad de células q
podrían estar presentes en los ensayos in vitro
es de 105 promastigotes/mL, inóculo del cual s
parte con mayor frecuencia. No obstante, 
reporta el uso de inóculos iniciales superior
(5 x 105- 5 x 106) a esta cifra,14,21,22 lo que sugiere
la posibilidad de prescindir del pNPP si se modifi
la concentración inicial de parásitos en los ensay

Según los coeficientes de determinación line
los intervalos de linealidad y los coeficientes d
variación, ambos procedimientos son similares. S
embargo, el límite de cuantificación sin usar pNP
resultó 10 veces superior al requerido; mientras q
al emplear pNPP se logran mediciones exactas
todo el rango de concentraciones posibles 
promastigotes. Por lo tanto, se concluye que s
parte de 105  promastigotes/mL en los ensayos d
actividad de drogas sí es necesario el uso
cromógenos. Se evidenció además que
cuantificación en placas de 96 pozos con el emp
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del pNPP como cromógeno es un método prec
y práctico para el estudio de la actividad d
productos naturales o sintéticos sobre promastigo
de Leishmania, condición indispensable en l
búsqueda de nuevas alternativas terapéuticas co
la leishmaniosis.

SUMMARY

The existing difficulties in the treatment of leishmaniosis justi
the testing of  the effect of new products on parasite forms
the search of a therapeutic alternative for the parasitosis. Gi
the need of establishing a method to evaluate the activity
natural synthetic products in vitro under the Cuban conditions,
this paper was aimed at defining the usefulness of 
nitrophenilphosphate as a chromogenic substance 
quantification of parasites in plaques from 96 wells. To standard
this colorimetric method the stages of the parasite growth cu
were set.  The study of linearity and selection of the sample s
which was optional for these assays, showed that it was poss
to obtain maximum linear determination coefficient with 2
mm. Likewise, the variation coefficient was compared with a
without the chromogen and the effect of changes in cultu
medium on the reading of absorbences was analyzed.  The
limit of  quantification proved the need of using chromogen f
the purposes of this paper and the general results allow
recommend this less subjective, simpler and quicker methodol
to test products of interest in this field.

Subject headings:  CHROMOGENIC COMPOUNDS/pharmacology;
NITROPHENOLS/ analogs and derivatives; NITROPHENOLS
pharmacology; LEISHMANIA/drug effects.
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