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INTERACCION DE PROMASTIGOTES DE LEISHMANIA DONOVANI CON GELULAS
DE EXUDADO PERITONIAL DE RATONES MEDIANTE LA
INFLUENCIA DE LA QUIMOTRIPSINA

Lucila ARCAY (1} & Elizabeth BRUZUAL (2)

"RESUMEN

Se hace un estudio de la interaccién de promastigotes de Leishmania dono.
vani con células de exudado peritoneal de ratén (¢ e p) mediante la influencia
de la quimotripsina. La adhesién de los promastigotes & las ¢ e p fue terminal
y marginal, ¥ en observaciones hechas a partir de los 10 minutos de enfrenta-
miento, esta adhesion fue nula hasta los 30 minutos en el grupo tratado, y sdlo
a las das horas hubo un pequefio incremento (2.4%) con respecto al control.
Se observa marcada disminucion en todos los parametro medidos, tales como
enlace, penetracién, multiplicacion intracelular, division de formas flageladas,
en el grupo tratado. La quimotripsina favorece la formacién de formas inter-
medias fiageladas, heciendose el pardsito piriforme vy esférico, apareciendo una
forma aberrante de exiremo anierior cilindrico que semeja a una forma coano-
flagelada. Se sospecha que la enzima reduce efectivamente fragmentos proteicos
o péptidos, los cuales pueden haber sido tan pequefios como para esconder a

otros ligandos relacionados con la adhesion macréfago-pardsito,

UNITERMOS: Calazar — Leishmania donovani — Peritonio — Ratos.

INTRODUCCION

Siendo los organismos de Leishmania spp.,
parisitos intracelulares obligados de la serie
mononuclear del sistema fagocitico-menonuclear
(sistema reticulo-endotelial, SRE) en el mami-
fero hospedador, su capacidad para penetrar a
las células hospedadoras constituye un paso cri-
tico en la patogénesis de la leishmaniasis,

Leishmania donovani es el agente etiologi-
co de la leishmaniasis visceral, El pardsito exis-
te bajo dos formas esenciales, el promastigote
o forma flagelada que penetra al hospedador
vertebrado a través de la picada del vector PH-
lebotominae infectado, y el amastigote o forma
esferoidal intracelular, que procede de la dife-
renciacién del promastigote cuando éste para-
sita las células del sistema linfo-macréfago, eva-

diendo la accidon lisosomal de la célula hospe-
dadora y muitiplicindose intracelularmente per-
diendo el fiagelo. La invasién y multiplicacion
es primaria y esencialmente dentro de macrd-
fagos de los drganos hernatopoyéticos, y en el
caso de L. donovani se produce en forma natu-
ral, diseminacion en varias visceras.

Cuando las leishmanias son introducidas en
ei hospedador vertebrado, tanto los maerdiagos
como los linfocitos se acumtilan en el sitio de
entrada de los promastigotes (ZUCKERMAN ),
por lo cual estos parasitos interactuan con unos
v otros. En la interaccion se producen una serie
de eventos por medio de los cuales los pardsi-
tos terminan alojdndose dentro de las células
hospedadoras, evadiendo los mecanismos y efec-
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tos destructivos de la maguinaria lisosomal,
multiplicandose y mostrando fusién con el fa-
golisosoma (ALEXANDER & VICKERMAN %
LEWIS & PETERS#; CHANG & DWYERDB),
conociendose también gque la rata pinocitica
aumenta em macrofagos infectados con leish-
mania y que las vacuolas parasitoforas presen-
tan propiedades de lisosomas secundarios
(CHANG 12},

Utilizando la quimotripsina como agente
inespecifico en la infeccion experimental de ra-
tones y hamsters con L. mexicana amazonensis
(BRUZUAL & ARCAY ¢) hemos encontrado le-
siones extensas y una anatomopatologia con fi-
sionomias distintas a las descritas anteriormen-
te en relacién al tactismo en leishmanias pro-
ductoras de leishmaniasis cutdneas que condu-
cen a la visceralizacién de una Leishmania sp.
dermofropa (GUIMARAES 16,17,18,1%; MEDINA
& ROMERO?Z; COUTINHO & COELHO;
SCHNUR 3; ARCAY et al,4 OCHOA & AR-
CAY %; ARCAY 3).

El hecho de que amastigotes procedentes de
una leishmaniasis experimental cutdanea, se di-
seminen en las visceras de los animales trata-
dos con quirﬁotripsina, nos indujo a estudiar
la interaccién de promastigotes con células de
exudado peritoneal de ratones (c e p) mediante
la accicn de la quimotripsina.

Es esencial en la patogénesis de leishmania-
sis la capacidad de las especies de Leishmania
de adherirse a la superficie de los fagocitos mo-
nonucleares, antes de peneirar a esias células
hospedadoras. Los promastigotes pueden elu-
dir su confrontacién inicial con fagocitos mo-
nonucleares, residiendo temporalmente en otros
tipos de células, para transformarse en amas-
tigotes bajo condicionhes naturales.

Utilizanndo un sistema de cultivo in vitro
de monocapas celulares de exudado perifoneal
de raton, hemos estudiado la fase de adhesién
¥ de multiplicacién de promastigotes de L. do-
novani procedentes de un cultivo in vitro de
una cepa mantenida en Medio Davis, mediante
la influencia de la quimotripsina, cuantifican-
do el porcentaje de adhesidn de promastigotes
libres y de formas flageladas intermedias, mul-
tiplicacién dentro de las células invadidas, asi
como cambios morfogénicos presentados en
los parasitos de los grupos fratados.
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MATERIALES Y METODOS

Las células de exudado peritoneal de ratdn
fueron extraidas de acuerdo a ia técnica modi-
ficada de SUTTER ¥, Ratones blancos de la ce-
pa NMRI se inyectaron diariamente durante 8
dias por via intraperitoneal (ip) con 50 mg/kg
de peso con dcido ascirbico en un volumen de
0.5 ml de agua destilada; al cuarto dia se co-
menzd a inyectar también 3 ml de solucidn
GKN (solucién de cloruro sddico, cloruro de
potasio y glucosa) para provocar el proceso in-
flamatorio. Al cabo de este tiempo se proce-
dio a obtener las ¢ e p para lo cual se aneste-
ciaron los ratones con éter, se les afeité la re-
gién ventral, térax y abdomen, desinfectandola
con aleohol y solucién de iodo al 2%.

Se le inyecta a cada ratdn 8 a 10 il de GKN
via ip. Se masajea suavemente ¥ se hace una
pequefa Incision lateral y longitudinal en la
parte inferior del abhdomen, para extraer el exu-
dado peritoneal con una jeringa de 10 ml, aguja
n° 18. Se deshecha el liquido cuando tiene as-
pecto sanguinolento. Se va colocando el exuda-
do en tubos de centrifuga para ser sometido a
800 rpm durante 10 minutos. Se deshecha él
sobrenadante y se lavan las células con GKN:
fria mediante cenfrifugacion; se repite el lava-
do y se resuspenden las células en 2 ml de Me-
dic Mc Coy’s mas 10% de suero fetal de terne-
ra (SFT). El pH se ajustd a 7.2. Se hace la
cuenta celular mediante hemocitémetro y se
prepara una suspensién s una concentracién
de 5 X 105 eélulas/ml, Se siembran los tubos
Leighton con laminilla conteniendn 2 ml de
Medio Mc Coy’s adicionade con SFT mias 0.2
mg de Gentamicina. Se colocan en estufa a
37°C en atmdsfera de 5% de CO, Se incuban
durante 12 horas y se cambia el medio antes
de semhbrar los pardsitos.

Promastigotes de L. donovani mantenidos
por pases sucesivos en Medio Davis, fuercon la-
vados dos veces en sol. GKN fria a 2500 g/4°C/
10 minutos. Se resuspendieron en Medio Mc
Coy’s adicionado de L Glutamina, bicarbonato
de sodio, Gentamicina y 10% SFT. Se contaron
los pardsitos en cdmara hemocitométrica y se
utilizaron dos promastigotes/célula (1 x 1(¢ pro-
mastigotes) en cada tubo Leighton. La esterili-
zacién de los medios se realizé a través de
membranag Millipore de 0.22 a.
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Se establecieron dos grupos en cada expe-
rimento: un grupo control sin tratamiento y un
grupo experimental tratado con Quimotripsina
(Armour) 0.2 ml/tubo en dilucién 1:1000, la
cual fue administrada en seguida de ha.ber sem-
brado los parasitos.

De cada grupo se exirajeron dos laminillas
en los siguientes intervalos: 10, 20, 30, 45 mi-
nutos ¥ 1, 2, 3, 6, 12 y 18 horas. Se fijaron en
metanol y se tifieron por la técnica May Griind-
wald-Giemsa.

Cada una de las laminillas tefiidas fue ob-
servada bajo lente de inmersion (1200 X) y se
midieron los siguientes parametros mediante
contadora mariual de teclas en 20 campos esco-
gidos al azar: mimero de c¢élulas de exudado pe-
ritoneal, niimero de promastigotes libres, nime-
ro de promastigotes y células flageladas inter-
medias adheridos a las ¢ e p, mimero de pa-
rasitos libres en proceso de division, mimero
de formas esferoidales, niimero de nidos de
amastigotes (mimero de ¢ e p parasitadas),

RESULTADOS

Al estudiar la interacién de promastigotes
de Leishmania donovani con ¢ e p de ratones
mediante la influencia de la guimotripsina, apli-
cando la téenica modificada de SUTTER ¥, he-
mos medido diferentes parametros: porcentaie
de ¢ e p parasitadas (mimero de nidos de
amastipotes por célula invadida); adherencia
de promastigotes v formas flageladas interme-
dias; porcentaje de formas libres en divisién:
accién de la quimotripsina sobre el mimero de
¢ e p; modificaciones morfoldgicas del pardsi-
to; tipos de células hospedadoras.

El porcentaje de ¢ e p infectadas equivale
al mimero de nidos de amastigotes contenidos
gentro de ellas. En el Grafico 1 podemos ob-
servar aue en el grupo control este porcenta-
je se mantuvo en cero en los primeros 10 mi-
nutos, mientras oue para el grupo tratado fue
milo hasta 1os 45 minutos, para elevarse lipge-
ramente al 2.8% a la hora. descender a 24% a
1as dos horas. para luego caer lentamente g las
tres horas hasta cero, manteniendose asi hasta
las 18 horas de observacién. En los controles
se inicia la multiplicacién intraceiniar a los 20

minutos (1.6%), a log cuarenta ¥ cinco minu-

tos se eleva a 16.3% manfeniendose una curva
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Gréafico 1

de crecimiento oscilatorio que se incrementa
y decrece a la hora, para alcanzar un maximo
de 274% a las dos horas, manteniendose a las
18 horas en un 15% de amastigotes en divisién,

Caleulamos y medimos el porcentaje de for-
mas libres aheridas con respecto al mimerc de
¢ e p (las cuales referimos en nuestros grificos
como macrdéfagos), observandose que la adhe-
sién de los promastigotes se presenta elevada a
los diez minutos de observacién en el grupo
control (12%) mientras que este valor es casi
nulo en el grupo tratado hasta Ios 30 minutos,
en donde se manifiesta ligeramente (1.8%), des-
ciende a cero y se mantiene asi casi todo el
tiempo, con excepcion de a las dos horas en
que tiene una pequefia slevacion (24%) por en-
cima del control (Grafico 2).
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Grafico 2

Los valores del porcentaje de promastigotes
en divisidn con respecto al porcentaje de for
mas libres flageladas fueron nulos para el gru-
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po tratado hasta los 45 minutos, para incre-
mentarse al 8,8% a la hora, descender un poco a
las dos horas (7.5%) y caer bruscamente a cero
hasta 1as 18 horas. Este parametro en los con-
troles demuesira un incremento elevado a los
veinte minutos (11.3%) presentando una curva
de crecimiento oscilante parecida al pardmetro.
del control del % de macrdfagos parasitados
{Grafico 3). :
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Cirafico 2

Formas flageladas intermedias piriformes y
esféricas en relacién al porcentaje de promas-
tigotes alargados, presentan curvas de creci-
miento que oscilan en forma parecida a las an-
teriores, llegando hasta el 100% en el grupo tra-
tado y en diferentes intervalos, pareciendo que
la quimotripsina favorece la diferenciacion de
promastigotes alargados a formas flageladas in-
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termedias que legan a ser esferoidales (Gré-
fico 4).

Con respecto al efecto de la quimotripsina
sobre €l niimero de ¢ e p, esta cuenta aparece
favorecida por la quimotripsina, con excepcion
de los primeros diez minutos y los ultimos in-
tervalos en que decae a partir de las tres horas
para desaparecer Ia monocapa a las 18 horas,
mieniras que en €l grupo control comienza
a ascender de nuevo a partir de las dos horas
(Grafico 5).
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Gréfico 5§

Aplicando la férmula usada por WYLER y
SUZUKI ® para determinar el porcentaje de
probabilidade de adhesién, podemos decir que
dicho valor alcanza valores del 100% en varios
intervalos (Grafico 6). Por encima del 100%
hay una facilitacién, y por debajo, hay inhibi.
cién de Ja adhesidon.

% Adhesién (Control) — % Adhesion (Quim.)

X 100
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Gralico 6
Morfogénesis:

Morfologicamente las formas libres flagela-
das son alieradas por la accidn de gquimotripsi-
na, prevaleciendo las formas flageladas esféri-
cas, con modificaciones en cuanto a la division
del kinetoplasto y del micleo,

En la morfogénesis de los promastigotes de
L. donovani mediante la influencia de la quimo-
tripsina, se presenta una forma flagelada con
una prolongacion cilindrica anterior que le da
un aspecto de balon o forma coanoflagelada.

A pesar de que en los graficos nos referi-
mos a las ¢ e p como macrofagos, no son éstas
las células mds abundantes en esta monocapa,
ya que abundan los linfocitos, en los cuales po-
dernos observar adhesion y atrapamiento por
1la porcion terminal del parsdsito. También es
frecuente la presencia de amastigotes dentro
de monocitos, siendo éstas Ias células por las
cuales muestran mas afinidad los parasitos
leishmanicos. Asi mismo, también pudimos ob-
servar amastigotes dentro de polimorfonuclea-
res dentro de macrodfagos.

DISCUSIGN

En general, cuando las leishmanias produc-
toras de leishmaniasis cutdneas son introduci-
das en hamsters y ratones, se produce una har-
tera formada por los macréfagos peritoneales
que impide su llegada y establecimiento en las
visceras, por esc cuando la inoculacidn es intra-
eardiaca, los pardsifos se localizan en el bazo
durante meses (STAUBER?Y?; OCHOA & AR-
CAY %), y por via endovenosa las leishmanias
en ratén se hacen presentes intracelularmente

en higado, bazo y médula isea (WONDE & LA-
MY 32).

Con el uso de la quimotripsina, como agen-
te anti-inflamatorio y capaz de modificar las
condiciones del hospedador, hetnos observado
visceralizacion en hamsters y raiones inocula-
dos con L, mexicana amazonensis, l¢ cual nos
hace suponer gue los macréfagos peritoneales
no han podido Impedir el paso y mulfipiicacién
de los parisitos en macréfagos viscerales, lo
cual nos ha inducido a estudiar la interaccicn
in vitro de células de exudado peritoneal de
raton con promastigotes de Leishmania median-
te la influencia de la quimotripsina.

En el proceso de la interaeccidn leishmania-
célula hospedadora hay que tomar en cuenta
una serie de eventos: enlazamiento y/o adhe-
sion, penetracion a la célula hospedadora para
alcanzar el fagosoma, fusién del fagosoma con
el fagolisosoma, multiplicacién del pardsito.

La pérdida de la infectividad de los pro-
magtigotes para mamiferos podria reflejar la
falla de uno de lo procesos o de varios de ellos,
tales como adherencia de los promastigotes a
los macréfagos; endocitosis de los pardsitos;
subsecuente transformacion de promastigotes a
amastigotes; supervivencia de los parisitos den-
tro de los fagolisosomas; replicacién, liberacidon
o infeccidn de otros macrdéfagos (GIANNINT et
al. 14, '

Gran miitnero de investigadores consideran
que los promastigotes se aproximan a los ma-
crofagos por el flagelo primero en la mayoria
de los casos, siguiendo luego otras formas de
adhesidn como la marginal y la terminal, pu-
diendo ser por cualquier parte del promastigo-
te (ZENIAN & col.?). En nuestros experimen-
tos abservamos tanto Ia adhesion terminal co-
moe la marginal.

Existe evidencia de que la atraccién no es
ejercida sobre el promastigote, pero ¢l macréfa-
go busca al pardsito, asi como el promastigote
activa al complemento con la produccion de
una sustancia repuladora del complemento
(Cg,), 1a cual es quimiotdxica para los macréfa-
gos (BRAY 8). También existe 1a posibilidad de
que el complemento pueda atrapar al promas-
tigote y actua como un puente de atraccién para
¢l receptor del comnlemento sobre la superficie
del maersfago (BIANCO & col.7; HERMAN ),
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La superficie de las membranas de promas-
tigotes infectivos y no infectivos tiene diferen-
tes patrones de aglutinacidn de lectinas (HER-
NANDEZ & col.?), lo cual sugiere la presencia
de receptores de superficie. Ya gque las leish-
manias ¥ macrofagos interactuan unos con

otros en sus respectivas superficies duranfe la

adnesion, GIANNINI & col. 4 consideran como
hipdtesis que los promastigotes nlecuvos pue-
den perder sus receptores para las membranas
de los macréiagos y fallar en la adhesion.

Observando los resultados obienidos para
los otros parametros medidos (promasiigotes
iibres, nimerc de formas esféricas, nlimero de
nidos de amastigotes o porcentaje de macrdfa-
gos infectados), los graficos revelan que los va-
lores del grupo tratado con quimotripsina son
siempre inferiores a los del grupo control (sin
tratamiento).

La interaccién de promastigotes y células
de exudado peritoneal de ratén refleja su con-
ducta in vivo, La quimotripsina debe actuar
sobre los ligandos de superficie de las células
del sistema de interaccion, impidiendo no sélo
la adhesién y enlazamiento, sino la replicacién
dentro de las células del exudado peritoneal.

La nocidn de sistemas ligado-receptores pa-
12 la interaccion de membranas pldsmicas de
microorganismos con células hospedadoras
(KEUSCH 2) ha emergido de moédulos concep-
tuales de la interaccién de moléculas solubles
tales como hormonas, péptidos y moléculas
aceptoras sobre las superficie de las células. de
los mamiferos (CUATRECASAS & HOLLEM-
BERG !1). Sin embargo, 1a adhesion de entida-
des particulares tales como amastigotes vy mo-
_nocitos, con interacciones altamente comple-
jas posiblemente envuelva una serie de fuerzas
electrostiticas e hidrofdbicas (KEUSCH ),

Nuestros resultados in vivo en ratones y
hamsters infectados experimentalmente con
Leishmania mexicana, especie dermotropa, v a
los cuales hemos tratado con quimotrinsina. nos
producen resultados que van mds alld de la
visceralizacién en érganos hematopoyéticos, lo
cual podriamos correlacionar con nuestras ex-
periencias de interaceién in vitro en monoca-
pas celular de exudado peritoneal, en el sen-
tido, que si la quimotripsina actua especifica-
mente sobre los macrdfagos peritoneales de
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esos animales experimentales, despejando esta
barrera de macréfagos se permitiria la disemi-
nacién del parasito en higado, bazo, genitales
de los machos, rifién y corazén, como revelan
nuestros resultados (BRUZUAL & ARCAY ¢),

Es importante resaltar gue el grado de re-
sistencia de los hospedadores experimentales
manifestada in vivo no se correlaciona con el
comportamiento in viiro de células de exudado
peritoneal de un mismo hospedador resistente.
Se ha demostrado la adherencia de promasti-
gotes de L, enrietti (parasito que es especifico
del cobayo y que no es infectivo a otros marmi-
feros) a macrofagos de raton, en el mismo gra-
do o con mayor profusién que los promastigo-
tes de L. tropica, pardsito éste al cual el ratén
es susceptible. ABAKAROVA & AKINSHINA!
consideran que la penetracién y la fagocitosis
son mdas activas con macrdfagos aislados de
animales mds susceptibles. En trabajos previos
en nuestros laboratorios (BASTARDO & col.5)
hemos demostrado el fenémeno de multiplica-
cidn v supervivencia de cepas avirulentas de
L. donovani y L, brasiliensis (mantenidas in vi.
tro por muchos aifios) en células de exudado
peritoneal de rata, roedor que es resistente a
las especies de Leishmania.

En la patogénesis de leishmaniasis es im-
portante conocer la capacidad de Leishmania
spp. de adherirse a las superficies de fagocitos
antes de entrar a estas células hospedadoras
gue ellos parasitan. WYLER & SUZUKI 3 han
investigado Ia fase de adhesion o enlace in vi-
tro cuantificando el porcentaje de monocitos de
sangre humana periférica penetrada usando Ci-
tocalacing para prevenir la entrada del pardsi-
to. Estos autores determinan que el pretrata-
miento de pardsitos con tripsina, quimotripsina,
pronasa y neuraminidasa redujo el enlazamien-
to, especialmente cuando trataban con quimeo-
tripsina y pronasa.

Ha sido propuesto que cuando los pardsi-
tos son altamente selectivos con respecto a los
tipos celulares que ellos invaden, la infeccidn
podria depender del reconocimiento de sistemas
especificos entre la célula hospedadora y el
pardsito. '

Uno de los conceptos que ha ganado am-
plia expresidn e interés es el que los receptores
especificos y ligando= son expresados sobre las



ARCAY, L. & BR-'ILZUAL. E. — Interaccion de promastigotes de Lelshmania donovami con celulas de exudado peritoneal de
ratones mediants la influencia de la quimotripsina. Rev. Inst. Med. trop. Sio Paulo, 28:145-153%, 1986,

superficies de la célula hospedadora y el pa-
rdsito, siendo esencial la interaccidon de esas
moléculas para la infeccién (SILVERSTEIN 7;
KEUSCH 2), Ademd4s se reconcce gue en la
membrana Dplismica de macrdfagos existen
receptores especificos y no especificos para una
gran variedad de moléculas inmunes y no in-
munes (WERB3!),

El proceso de penetracidn involucra inte-
raccion directa sobre dos superficies. En nues-
tros resultados se observa una disminucién
bruseca del ntmero de promastigotes viables, lo
que sugiere el reconocimiento para nuestro sis-
tema de interaccidn macréfago-pardsito. Supo-
nemos que esie reconocimiento se deba a la
existencia de recepfors apropiados en la super-
ficie de los inacrdfagos y/0 ligandos especificos
en el flagelo, gue eniazan a estos receptores.

Nuestros resultados concuerdan con los de
WYLER & SUZUKI®, en 10 gque se refiere a
la actividad de las enzimas, por lo que consi-
deramos responsable a la quimotripsina de los

- efectos observados.

Las observaciones y resultados obtenidos
sugieren gue la adhesién depende de la exis-
tencia de los determinantes de proteinas o glu-
coproteinas presentes. De acuerdo a lo estudios
ultraestructurales de WYLER & SUZUKI ¥ no
pareciera que esos determinantes estuviesen en
la membrana vacuolar derivada del hospedador
que se encuentra rodeando al pardsito intra-
celularmente, ya que las microfoiografias de los
autores revelan gque Jos amastigotes no estdn
rodeados aparentemente por la membrana. Se
sospecha que la enzima reduce efectivamente
fragpmentos proteicos © péptidos, los cuales
pueden haber side tan peguefios como para
esconder a otros ligandos relacionados con la
adhesion macr6fago-parasito. Como resultado de
las modificaciones enzimdticas de las superfi-
cies celulares que decrecen las ratas de adhe-
si6n, podria producirse remocién de ligandos
especificos relacionados en el proceso de adhe-
sién, o podrian alterar la superficie celular en
unz forma no especifica.

BRAY Y, estudiando la interaccién de pro-
mastigotes de L. m. mexicana con macrdfagos
in vifre estudia el fendmeno de adhesién utili-
zando una serie de enzimas protecliticas, entre
las cuales estd la quimotripsina utilizada en

dos concentraciones diferentes (5000 pg/ml y
500 sg/mil a diferenies temperaturas, 4°C y 36°C)
encontrando que esta enzima afecta profunda-
mente los resultados. Disminuye la adhesion
cuando se aplica a los macrdfagos en la menor
conecentracion; pero cuando la aplicé al pro-
mastigote no obtuvo efecto. En nuestro caso,
tratamos con quimotripsina después de haber
enfrentado el pardsito en forma de promasti-
gote a las células hospedadoras, obteniendo una
marcada disminucién en todos nuestros pars-
metros medidos (adhesidn, enlace, multiplica-
cidn intracelular, divisidén de formas flageladas).

La aquimotripsina utilizada como agente
inespecifico, actua al menos como adyuvante.
Los mecanismos de los efectos adyuvantes no
han sido elucidados completamente. Ciertos fac-
tores tales como la retencidn de un antigeno
incrementado, aumento de la actividad del sis-
tema fagocitico mononuclear (SRE), prolifera-
cion linfoides, y 1a creacion de focos inflama-
torios, se piensa estén involucrados en la
ectividad adyuvante,

La complejidad del material celular por si
mismo, introduce dentro de tales estudics, una
complejidad de sustancias bioguimicas, que
pueden tener un efecto en los procesos de
sensibilizacidn.

SUMMARY

"Interaction of Leishmania donovani
promastigoties with mouse peritoneal exudate
cells under the influence of the Chymotripsine.”

The interaction of promastigotes of Leish-
mania donovani with mouse peritoneal exudate
cells (cep) under the influence of Chymotrip-
sine was studied. The promastigote adhered to
the ¢ & p terminally and marginally. At 10-30
minutes posichallange, adhesion was absent in
the treated group, and only after two hours
was there any adhesion (24% in comparison
with the controls). The experimental group was
markedly deficient in all the parameters of
activity measured: attachment, penetration, in-
tracellular multiplication and division of fla-
gellates forms in comparison to controls. The
Chymotripsine favored the development of in-
termediate flagellates forms, these being sphe-
roid or pyriform, with example of an aberrant
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form having the anterior end cylindrical similar
to a choanoflagellate. It is suspected that the
Chymotripsine effectively reduces protein or
peptide fragments; these may have been so
small as to conceal other ligands associated
with macrophage-parasite adhesion.
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