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RESUMEN. 

CARACTERJZACION BIOLOGICA DE TRES ESPECIES DE LEIHSMA.NIA EN HAMSTER 
DORADO, MARGARITA VARGAS OLMOS. 

Se han desarrollado algunos modelos animales en leishmaniasis experimental tanto visceral 
como tegumentaria con la intención de reproducir la enfermedad tal como ocurre en el hombre, 
siendo de un valor considerable en las diferentes disciplinas. 

En el presente trabajo se plantea la utilización del hámster dorado como modelo experimental 
para las leishmaniasis, dado que, a la fecha, en México éste ha sido utilizado de manera general 
para aislamiento de cepas. -

Se realizó un estudio comparativo en . la inoculación a hámster dorados de tres especies del 
género leishmania: L. donovani chagasi, L. maicana mexicana y L. v. braziliensis braziliensis 
por vía subcutánea con 2.5 10 6 amastigotes/ml formando tres lotes con seis hámsters cada uno 
y dos organismos testigos, realizando evaluaciones semanales de los cambios macroscópicos que 
pudieran encontrarse en el tegumento de los animales así como su estado de salud general 
tomando mayor atención al adelgaz.amiento, alopecia, posibles lesiones, forma y aspecto de 
éstas. A la sexta semana de incubación se sacrificó un organismo de cada lote con uno de los 
testigos y periódicamente cada dos semanas se siguieron sacrificando uno de cada lote . La 
infección experimental duro 16 semanas y en la última semana se sacrifico el segundo testigo. 

Se obtuvieron muestras de bazo, hígado, colon, riñón, médula ósea, lesiones cutáneas, naríz y 
piel sana; se les realizó la técnica de rutina de histopatologfa para incluirlas en parafina, una vez 
obtenidos los cortes se tiñeron con HE, en los casos en los que el resultado era dudoso se 
empleo la técnica policrómica de Whiph modificada. 
Se concluye que al inocular hámsters dorados por vía subcutánea con las diferentes especies de 
leishmania se desarrollan lesiones no ulcerativas de evolución progresiva con invasividad 
temprana a vísceras. 
Por lo que se considera al hámster dorado como un buen modelo experimental a la leishmaniasis, 
por ser susceptible a las tres especies trabajadas 



INTRODUCCION 

Las leishmaniasis son zoonosis originadas por protozoarios parásitos intracelulares obligados del 
gbtero Leishmania pertenecientes a la familia de los tripanosomátidos. Se transmiten por la 
picadura de pequeños dípteros de la familia Psicodidae a humanos y mamíferos domésticos y 
silvestres. Estos hemoflagelados infectan el Sistema Retículo Endotelial (SRE) manifestandose, 
de manera general, en el hombre de dos formas clínicas diferentes: la visceral y la tegumentaria 
quienes, a su vez presentan diversas particularidades. 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) considera a las Leishmaniasis dentro de las 6 
Enfermedades Tropicales Mayores (OMS, 1984) ya que estos padecimientos ocasionan grandes 
problemas de salud pública, no solo por causar lesiones físicas sino que involucra, además 
graves consecuencias sociocconómicas y psicológicas (OMS, 1979). 

Un hecho importante es que las lcishmaniasis pueden alejar al turismo en zonas de endemia, 
como sucede en el Sureste mexicano y en regiones turísticas latinoamericanas (Walton, 1987). 

Debido a la transformación de los ecosistemas naturales a antroposistemas, la cantidad de 
animales que sirven como reservorios silvestres se disminuye y por ende en estas regiones, el 
hombre se ha convertido en fuente de alimento para el mosco transmisor (Velasco,1987). 
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l.J 

Familia 

Género 

Subgénero 

Complejo 

Especie 

TRYPANOSOMATIDAE 
1 

r -- 1 1 1 1 1 1 1 1 
Crilhidia Lcptomonaa Herpetomonu Blastocrithidia Leblunanla Sauroleislunania Trypanosoma Phytomonu Eodotrypanum 

1 r 
LeltMuinla 

1 
1 1 1 1 1 -------, 

L. donovani L. tropica L. maj0< L aetbiopica L. mexicana 1 
1 1 1 1 1 

L. 1r<hibaldi ~ 

L. dlagasi. 
L. donovani 
L. infantum 

L. killicki 
L. tropica 

L. major L. aetlliopica L. amazonemis 
L. 11arhami • 
L.muk111111 

L.pifanoi, 
L. venezuelensi1 

r----1---, 
1 1 
1 No paloaéni<aa al hombre 1 

Viejo Mundo L. anbica 
1 L. gctbilli 1 
1 Nuevo Mundo L.~~ 1 
1 

L.ennettu 
L. deanei 1 

1 L. hertigi 1 
L-------.J 

VIMIM 
1 1-¡-1 

L.braziticmis L.guyanenois 

1 r---, 1 
L. brazilicmi¡ 1 Designada 1 L. guyanensis 
L. pcruvi.. 1 L. laimoni 1 L. pal1Alll<miS 

L---.J 

La clasificación del género y subgénero es basado en caractéres extrínsecos, y los complejos, principalmente a los caracteres intrinsecos (isoenzimas). 
Algunos investigadores no consideran a estas especies separadas 

CUADRO 1 
Taxonomía de las Leishmanias 



AGENTE ETIOLOGICO 

Clasificación (Kudo,1986): 

REINO: Protista Eucarionte, sistema genético mendeliano, recombinación obligada en 
cada generación, fagocitosis y movilidad. 

PHYLUM: Protoz.oa ·unicelulares, funciones y estructura de las célula animal. 

SUBPHYLUM: Plasmodroma Con pseudópodos o flagelos, estructura sencilla, único tipo de 
núcleo. reproducción asexual por fisión binaria longitudinal. 

CLASE: Mastigophora Uno a varios flagelos. Nutrición holozoíca, endoparásitos. 

SUBCLASE: Zoomastigia Sin cromatóforos. Un solo núcleo de estructura vesicular. 
Organclos característicos tales como el cuerpo parabasal y el axostilo. 

ORDEN: 
definida. 

Protomomadida Uno a dos flagelos, la mayoría parásitos sin membrana exterior 

FAMILIA: Tripanosomatidae Cuerpo característicos semejante a una hoja, un solo núcleo y 
bldaroplasto del cual se origina un flagelo que fonna el margen exterior de la membrana 
ONh&Wlte, la cual se extiende a lo largo de un lado del cuerpo. Todos parásitos. 

GENERO: úishmonia En el h~ vertebrado la forma es ovoide, con un núcleo y 
blefaroplasto, 2-5 JA de ditmetro, vacuolas, parásitos intracelulares del sistema retículo 
endotelial, parasitan en el intestino de insectos succionadores de sangre. el organismo se 
dc.wrolla transfomWldose en forma de promasti¡ote. (Kudo, 1986). 

Desde 1974, Lainson y Shaw publicaron un estudio sobre las lcishmaniasis en el hemisferio 
occidental, agrupando las diversas especies de lcishmanias en •complejos•, haciendo desaparecer 
como único factor taxonómico el cuadro clínico causado en el humano y bmndose en otros tan 
diversos como el comportamiento del parásito en los vectores, en su habitat dentro de ellos, así 
como su conducta en el medio de cultivo NNN y el estudio comparativo de la densidad flotante 
del ADN en dicho medio (lainson, 1974; Bonfante-Garrido 1983). 

Según estos criterios, en A~ca existen los complejos L. mexicana, L. brazilitnsis como 
causantes de leishmaniasis te¡umcntarias y el complejo L. donovani para organismos causantes 
de la leishmaniasis visceral. 
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Los representantes de estos complejos detectados en nuestro 
país son: 

L. ((viannia)) brazilienzis brazilienzis ocasionando leishmaniasis cutánea localizada (LCL) 
(Velasco, 1989). 

L. mexicana mexicana ocasiona leishmaniasis cutánea localizada y diseminada (LCD) y la forma 
mucocutánea (LMC) (Walton, 1986; Velasco, 1989). 

Leishmania donovani chagasi causante de la leishmaniasis visceral o Kala-azar (LV). 

El género Leishmania es dividida en dos subgéneros basados en el desarrollo en el mosco. El 
crecimiento de especies del subgénero Leishmania es restringido a las partes del tracto digestivo 
en los vectores naturales. Los que se desarrollan entre el píloro y Ja parte posterior del intestino 
medio se les llama suprapylaria. En cuanto a las especies del subgénero Viannia ocurre en ambos 
en el intestino medio y el posterior, y se les llama peripilaria 
(Cuadro 1). 

Dentro del subgénero Ja identificación presuntiva es basada en las características extrínsecas por 
ejemplo manifestaciones clínicas y características en cultivo; pero la identificación definitiva de 
los niveles de especie es usualmente hecha por métodos bioquímicos comparándolos con cepas 
de referencia establecidas. 

En la identificación infraespecífica los métodos usados son: serodemos, zimodemos, 
esquizodemos; dando resultados de uso práctico en la epidemiología descriptiva, permitiendo el 
agrupar los parásitos dentro de sus jerarquías, sugiriendo así las relaciones evolutivas. 
(OMS,1990) 
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CICLO BIOLOGICO. 

1. Moñología. 

Las leishmanias se presentan bajo dos formas diferentes, una móvil y flagelada: promastigote 
y la otra inmóvil intracelular no flagelada, amastigote (fig. 1). 

En el hombre y en los mamíferos infestados, los parásitos están bajo la forma de amastigote. 

Estas leishmanias están en las células histiocitarias .Son células ovoides de 2 a 6 mµ, provistas 
de un núcleo con cariosona central y un blefaroplasto que representa el aparato flagelar. La 
coloración de Giemsa tiñe el citoplasma de color azul y el núcleo y el blefaroplasto de rojo, en 
el vector (flebotomo) y en el cultivo, las leishmanias se presentan en forma de promastigote, 
libres, alargadas y móviles gracias a un flagelo anterior (Lainson 1982, Beltrán 1942). 

2. Vectores. 

Las leishmanias son transmitidas por la picadura de los flebotomos, pequeñas moscas de 2 a 3 
mm con el cuerpo y las alas cubiertas de sedas (fig.2). Abundan todo el año en la zona tropical, 
y el verano en zona templada. Se localizan en las pendientes andinas hasta 2000 msnm. Existen 
mas de 600 especies o subespecies en el mundo, de las cuales menos de 50 han sido implicadas 
en la transmisión de las leishmanias. 

Se reconocen 5 géneros de fle.botomos: Phleb<Jtomw, Seargen1omya, Lurzomyia, Warileya y 
Brumptomia. Dos de ellas solamente son reconocidas como vectores de la leishmaniasis: en el 
viejo mundo, el género Phlebotomw y en el nuevo mundo el género LUlzomyia. Existe duda 
respecto al género Warileya (cuadro 1). 

El género Lurzomyia tiene dos subgéneros vectores de la enfermedad: Nissomyia y 
Psichodopygus con varias especies. Lutzomia longipalpis es el vector de la leishmaniasis visceral 
en toda la América del sur (Marzochi et al 1983, Coutinho et al 1983, Treamontano, 1983). Las 
otras especies transmiten las formas mucocutánea y cutáneas (Lainson 1982). 

En México solo se ha comprobado la transmisión de leishmania por Lutzomyia. (Nissomyia) 
o/meca el cual es predominantemente antropofílico. (Biagi 1965, Disney 1968). Por otro lado. 
se cree que Lutzomyia longipalpis puede ser la transmisora del Kala-azar en la Cuenca del 
Balsas, Lurwmyia diabolica transmisora de las formas cutáneas en el norte del país y Lwzomyia 
cruciata vector de la leishmaniasis en Oaxaca y la Chontalpa Tabasqueña (Díaz-Najera 1971, 
Ibáñez-Bemal 1991, Velasco-Castrejón et al 1991) (cuadro 2). (Velasco-Castrejón 1991). 



rqimMción en el 
intestino medio 

FIGURA 1 Ciclo de vida de las Leishmanias 

Se muestra un diagrama esquemático del ciclo vital de la leishmania. En el ser humano, la infección 
comienza cuando el promastigote es inyectado en la piel ( 1 ). De esta forma penetra an al fagocito 
mononuclear (2), se convierte en ama.stigote y se multiplica (3). Se liberan más amastigotes que · 
infectan otras células (4). Durante su paso por la sangre, las células infectadas pueden ser captadas 
por el vector al alimentarse. Después de la transformación en la forma promastigote (5) tiene lugar 
la reproducción en el intestino medio del insecto ( 6). Desde alli los promastigotes migran hacia la 
proboscide (7) para completar el ciclo. 
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ESPECIE 

Lutzomyia otmeca • 

Lutzomyia tongipalpis 

Lutzomyia croziata 

Lutzomyia diabotica 

• UNICO VECTOR COMPROBADO 

CUADRO 2 

TIPO DE LEISHMANIASIS 

CuünH 

Kala-uar 

Cuünt1 

Cutanea 

LUTZOMYIAS MEXICANAS IDENTIFICADAS 

7 

REGION 

Penlnsul1 de YUCIÜll 

Cuene1 de Balsa• 

OUICI 

Noroeste de Mtxlco 



~ 

',@gNEfi~ ···~f,i·'i' "" 
Lutzomyia Lutzomyia 

Nyssamyia 

·' ''~ 

verrucanum 

peruana 

nuñez-tovari 

ssp anglesi 

longipalpis 

f/aviscutellata 

o/meca 

trapidai 

ylephicator 

umbratilis 

Psychodopygus 1 Psychodopygus 1 wellcomei 

yucumensis 

llanomartinsi 

PA8AS!TO TRANSMITIDQ 
L. peruviana 

L. peruviana 

L. braziliensis 

L. chagasi (o infantum) 

L. mexicana amazanensis 

L. mexicana mexicana 

L. brazi/iensis panamensis 

L. braziliensis panamensis 

L. brazi/iensis guyanensis 

L. braziliensis brazi/iensis 

CUADRO 2A Flebotomos vectores de la Leishmaniasis humana en América Latina 



3. Transmisión del parásito por los flebotomos. 

Es en el momento de la ingestión de sangre de un animal o del hombre infectado, cuando el 
flebotomo absorbe al parásito. Las leishmanias amastigotas se transforman en el intestino del 
flebotomo en promastigotes y se multiplican, llegando enseguida a las partes bucales. La 
duración del ciclo en el flebotomo es de 4 a 7 días según la temperatura ambiente. Así, el mosco 
puede ahora transmitir el parásito a otro animal o al hombre. 

Los flebotomos infectados tienen dificultad de absorber su alimento sanguíneo, lo cual puede ser 
un factor de multiplicación de las picaduras y entonces un factor de aumento de la transmisión . . 
Esta es limitada por la cantidad intrínseca de cada especie, por su antropofilia y por su esperanza 
de vida (Biagi 1965). 

4. Reservorios. 

Los reservorios de las leishmanias son animales domésticos como el perro, o los animales 
salvajes (p.e. marsupiales y roedores) (Cuadro 4). En una región dada una especie de leishmania 
es fácilmente mantenida por un solo huésped reservorio, sin importar si otros mamíferos pueden 
ocasionalmente encontrarse infestados. Los animales salvajes no presentan generalmente los 
síntomas clínicos viscerales. 

El perro al contrario muere de leishmaniasis visceral en un plazo de 6 meses a dos años. 
(Veluco,1989; Kirmse,1978). 

En México se han encontrado los siguientes reservorios para L. mexicana: Otorylomis, 
Heteromys, Nyctomys y Sigmodon (Lainson 1982). Se aisló de un 'tejón (Nassua narica) una 
leishmania que por su comportamiento en cultivo y la resistencia al tratamiento con antimoniales 
hace sospechar de una infección por L. bra:dliensis, también se ha confirmado la presencia del 
parásito en el perro (Canisfamiliaris) en el estado de Oaxaca (Cuadro 5). 

S. Acción de los agentes fisicoquímioos. 

Las leishmanias en los cultivos se desarrollan a una temperatura comprendida entre los 16ºC y 
28ºC siendo la óptima de 22ºC, pueden mantene.rse vivas hasta las temperaturas extremas de 
SºC y 44 ºC por tiempos cortos. La luz solar parece no dañarlas, en cambio la luz ultravioleta 
dcspu& de una exposición de 40 minutos, es mortal. La solución de carbonato de sodio al l % 
y el ácido clorhídrico al 0.5 % matan a las leishmanias en cultivo. 
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... 
o 

r.-1~ 
L. chagasi/L. infantum 

L. braziliensis 

L. brazilíensis 

L. guyanensis 

L. panamensis 

L. mexicana 

L. mexicana 

L. pifanoi 

L. amazonensis 

L. peruviana 

Perros 

Cánidos salvajes 

Paca (roedor),perro 

VISCERAL 

LEISHMANIASIS 

LEISHMANIASIS CUTANEA 

-Espundia 

Oso hormiguero, perezo101, roedores 1-Pian Bosque 

Perezosos, monos -leishmaniasis cutáneas 

Roedores, marsupiales -Ulcera de los chicleros 

-Formas cutáneas difusas 

-Formas cutáneas difusas 

Perros -Uta 

CUADR04 Principales reservorios animales y formas clínicas de las Leishmaniasis en 
América Latina (Brooke, 1984) 



ANIMAL LOCALIZACION 

Roedores INllc• y poslblemente Penlnsul• de 
Yucat6n 

Perro domHtico (Canls faml/iaris) X.lahul, Oax. (Velasco) 

Tej6n (Nusua nattca) Chiapas (Velasc:o y LebrtJ•) 

CUADRO 5 

POSIBLES RESERVORIOS DE LEISHMANIASIS CUTANEAS EN MEXICO 
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DISTRIBUCION GEOGRAFICA. 

Es difícil delinear con exactitud la actual distribución de las leishmaniasis y determinar su 
prevalencia en el hombre, ya que cambios ecológicos o de otra índole puedan eliminar la 
enfermedad en algunos focos muy endémicos o a la inversa, acrecentar su prevalencia en otros. 

Las leishmaniasis tegumentarias son de distribución cosmopolita, a excepción de Australia. En 
Africa se encuentra el botón de oriente en la región norte. Así como en Africa occidental, 
ecuatorial, Nigeria y Egipto, en Asia desde el sureste de la URSS, la Península del lndostán y 
Medio Oriente. En Europa se distribuye en las costas e islas del Mediterráneo (España, Italia, 
Grecia, Bulgaria, Rumania así como un pequeño foco en Francia (Bray 1972). En América las 
leishmaniasis tegumentarias se distribuyen desde el sur desde los E. U.A. (Shaw-Wuigg 1976) 
hasta el none de Argentina y· Paraguay a excepción de Chile y Uruguay (Walton 1987). 

Respecto al Kala-azar, éste se distribuye en la cuenca del Mediterráneo en Africa, algunas 
regiones de Asia y en pequeños focos en México (Báez-Villaseñor 1952), Guatemala, El 
Salvador, Colombia, Venezuela y Paraguay. En Brazil, principalmente en la región noreste, 
constituye un verdadero problema en salud pública (Zajtchuk 1989)(Fig.3). 

En América coexisten complejos de leishmania que causan enfermedades al hombre L. mexicana 
y L. brazJliensis, así como· L. peruviana que aunque encajada en el complejo braziliensis es 
considerada independiente, más que nada en base a su singular epidemiología, ya que es el único 
agente etiológico de leishmaniasis en el hemisferio occidental, no relacionado con la selva, ni 
con reservorios silvestres, de los cuales nunca se han aislado los parásitos. L. peruviana causa 
la •uta• que ocurre en las áridas vertientes de los andes peruanos y en las mesetas argentinas 
(Walton 1987). Recientemente se ha descrito una nueva especie de leishmania: L. m. garhnami 
en los Andes venezolanos, que ecológicamente se parece a la anterior (Scorza 1979). 

En México existen todas las formas clínicas de las leishmaniasis: la forma visceral (Velasco 
1987), la leishmaniasis mucocutánea o espundia (Velasco 1990) y las leishmaniasis tegumentarias 
(úlcera de los chicleros o leishmaniasis cutánea localizada (LCL), leishmaniasis cutánea 
diseminada (LCD) y leishmaniasis cutánea esporotriciforme). 

Las leishmaniasis tegumentarias se distribuyen desde la franja fronteriza de Coahuila y 
Tamaulipas con los Estados Unidos (Shaw 1976, Waltonl987) , hasta la frontera de Guatemala 
y Belice afectando al menos 15 entidades federativas: Coahuila, Nuevo León, Tamaulipas, San 
Luis Potosí, Veracruz, Tabasco, Campeche, 
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LEISHMANIAStS VISCERAL 
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Yucatán, Quintana Roo, Chiapas, Oaxaca, Morelos, Michoacán, Jalisco, y Nayarit. (Velasco, 
1987)(Fig.4). 

La espundia solo se ha encontrado circunscrita a Tabasco (2 casos) y a la región limítrofe 
veracruzana (un caso) Chiapas y Oaxaca (Velasco 1989) Jo que parece sugerir que en estas zonas 
se dan condiciones ecológicas particulares que le permiten su establecimiento. 

Estas características ecológicas favorables para el desarrollo de las diversas formas clínicas de 
leishmaniasis tegumentarias parecen derivar de la destrucción de Ja primitiva vegetación: selva 
perennifolia y pastizales, por la sustitución a una selva doméstica. 

Respecto al Kala-az.a.r o leishmaniasis visceral se distribuye desde ta cuenca del Río Balsas 
comprendiendo porciones de Puebla, Guerrero, Morelos, Oaxaca y Michoacán. (Velasco 1984 
Aguim 1963), en la actualidad se han encontrado 2 casos en el Norte de Chiapas (Velasco; por 
publicar). 
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FORMAS CLINICAS. 

La leishmaniasis visceral es causada por L. donovani y sus subespecies. Puede ser endémica, 
esporádica o epidémica. Las manifestaciones clínicas suelen diferir según se trate de una u otra 
de estas tres situaciones (cuadro 6). 

En la leishmaniasis mucocutánea las lesiones primarias pueden ser semejantes a LC de otros 
países con propagación metastásica a la mucosa oronasal-faríngea durante la presencia de la 
lesión primaria o hasta treinta años después. La ulceración y la erosión destruyen 
progresivamente el tejido blando y el cartílago de la mucosa oronasal faríngea hinchándose la 
nariz y los labios hasta adquirir en ocasiones el aspecto de "nariz de tapir". Este proceso puede 
ser doloroso o indoloro; es frecuente la infección secundaria. A diferencia de la LC las lesiones 
no curan espontáneamente, son destructivas y Llegan a alterar la fonación y la deglución. El 
sufrimiento y la mutilación son notables y la muerte se produce por bronconeumonía o mal 
nutrición. El tratamiento específico presenta resistencia. · 

Las manifestaciones clínicas de la leishmaniasis cutánea suele diferir según las regiones_ e incluso 
en una misma región, dependiendo de las diferentes especies de parásitos o del ciclo zoonótico 
y también quizá de la respuesta del paciente detenninada por factores genéticos (cuadros 7 y 8). 
En México se presentan la fonna localizada la diseminada y una manifestación intennedia 
denominada esporotricifonne: 

la leishmaniasis cutánea localizada (LCL) o úlcera de los chicleros se caracteriza habitualmente . 
por una ulceración pequeña y única, aunque puede ser grande y múltiple. La ulceración es 
generalmente redondeada, de bordes indurados, fondo limpio e indolora y aparece 
aproximadamente IS o 20 días después de la picadura infectante. Al principio es un pequeño 
nódulo, pruriginoso, que evoluciona hacia la ulceración, aunque algunas veces la lesión continua 
siempre nodular y se transfonna en una placa infiltrada o atrófica e inclusive se vuelve 
vegetante. La LCL tiende a la curación espontánea en 6 meses a 2 años, excepto cuando se 
localiza en orejas, donde es crónica y mutilante o si es causada por L. braziliensis que origina 
úlceras muy persistentes y más resistentes al tratamiento con antimoniales. 

Leishmaniasis cutánea diseminada. Puede iniciarse con nódulos no ulcerativos distribuidos a lo 
largo de vía linfática simulando una esporotricosis. Invade lentamente todo el tegumento con 
excepción de regiones pilosas,genitales palmas de las manos y plantas de los pies, invade 
también mucosas orofaríngea y nasal. Se presenta anergia específica. 
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-
Fonnas clinicas de la Leishmaniasis visceral (LV.) 

Forma dnlca Especie Distrtbucl6n Car.cterfsticas 

Leishmaniasis J.. d!lD!lllílDÍ Mediterráneo. Asia Afecta nitlos; incuba de días a más de un atlo. 
Visceral Sudorienta!, China Fiebre, pérdida de peso, anorexia, molestias en el 
Endémica y América hipocondrio izquierdo, espleno y hepatomegalia, 
(LV.E.) linfadenopatia, oscurecimiento en algunas regiones 

de la piel. 

Leishmaniasís J.. d!lD!lllílDÍ Personas no Incuba entre 3 semanas y 2 atlos después; ftebre, 
Visceral nativas perdida de peso rápido, puede traer complicaciones 
Esporádica raras como anemias muy agudas. 
(l.V .E.*) 

Leishmaniasis L. d!lD!llli!li Son susceptibles· Oscurecimiento de cara, manos, pies y abdomen, 
Visceral tocias las edades. fiebre, edemas y demás slntomas de la LV.E. 
Epidémica 
(l.V.E. P) 

Leishmaniasis J.. li!lD!lllílDÍ Subcontlnente Se manifiesta varios atlos despús de curada la L.V. 
Dérmica o · Indio lnftltraciones crónicas multiples en la piel sín 
Poskala-azar ulceraciones. 

CUADRO 6 (OMS, 1984) 
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' .... 
Leishmanlasts cutinea del viejo mundo (LC.V.M.) 

FORMA CUNICA ESPECIE DISTRIBUCION CARACTERISTICAS PRINCIPALES 

Botón de Oriente L.~ Africa y cuenca del Lesión clésica comíenza en forma de 
L.lmXQ! Mediterréneo nódulo en el lugar de inoculación en el 
L. Hlbi!UlÍCi centro se forma costra que al 
L. d12n12l!1ni desprenderse deja úlcera que cura 

gradualmente dejando cicatriz hundida 
con pigmento alterado; nódulos 
secundarios en el borde de la lesión. 

Leishrnaniesis L.WU!ica Etiopía, Kenia Lesión de progresión lenta y destlgurante 
recurTenle g~entlmente en la cara caracterfsta por 

dcatrlz con adlvidad periférica. 

Leishrmniesis L.twikl Ulceración indolora de la piel con 
Cut4nea frecuentes cicatrices desftgurantes. Las 
Antroponóllca o úlcef'as secas suelen cuntf en un ano o 
Urbana ""5; incuba de 2 • 8 meses . 

.. 
Leishmaníasís L.IIW'2! Incuban en menos de 4 meses con 
Cut4nea, lesiones indoloras que • menudo se 
Zoon6tica o Rural inflaman y ulceran, con frecuencia las 

lesiones son multiples. 

lelihmaniasis L.1dJi1:11lia Etiopía 3 tipos de lesiones: 
Cutánea Furúnculo oriental 

L. mucocutánea 
L. difusa 
Ulceras de evolución lenta cura de 1 a 3 
al'los. 

Leishmaniasls L. j!ethiQR!~ Sudán Evolución lenta en ulceración de mucosa 
Mucocutánea L. dQnQlt'.IDi Etiopía bucal. 

La lesión primaria se manifiesta como 
L.M.C. 

CUADRO 7 (OMS,1984) 
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PATOLOOIA. 

En el hombre la leishmania se presenta en fonna de parásitos intracelulares denominados 
amastigotes (figura 1), que se multiplican en macrófagos y otros fagocitos del sistema retículo 
endotelial. Aunque se han observado diversas manifestaciones de las infecciones producidas por 
leishmania, todas las variedades clínicas y geográficas de la enfennedad tienen una característica 
histológica común: la acumulación temprana de células fagocíticas mononucleares (o hiperplasia) 
en los tejidos invadidos (Zajtchuk, 1989). 

Las especies dermotrópicas producen un histiocitoma inicial 
en la piel mientras que en las especies viscerotrópicas inducen hiperplasia de las células 
reticuloendoteliales en los órganos afectados. Las alteraciones patológicas que caracterizan las 
diversas formas clínicas de la enfermedad reflejan el equilibrio entre la multiplicación de los 
parásitos, los cambios degenerativos resultantes y la respuesta inmunitaria del paciente. 

En el siguiente cuadro se observan las diferencias patológicas entre las diversas formas clínicas. 
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FORMA CLINICA PATOLOGIA 

Leishmaniasis VtSCeral Hiperplasla reticuloendotelial, afecta bazo, hlgado, 
mucosa del intestino delgado, médula ósea y 
nódulos lnféticos; ocasionando atrofias en zonas 
paracorticales; granulocitopenia y anemia. En fase 
evanuda son frecuentes Infecciones oportunistas 
como neumonlas y disenterfn. 

leishmaniasis Demica Posbla-ezar lntlltraci6n l'listiocltica, edema. proliferación de 
capilares y numerosos parasitos en las formas 
erttematosas.· 

Leishmaniasis Cutánea sin complicaciones Respuesta celular inmunitaria. Macr6fagos 
paraaitados, algunos vacuolados. Aumento 
progresivo del intlltrado de lnfocitos y plasmocitos 
en el transcurso de la enfermedad. 
Respuesta hlstica. Durante la destrucción de 
par6sitos se dan los siguientes sucesos: edema en 
la dermis, ftbrosis, necrosis de colageno, 
hiperplasia pseudoeplteHomatosa, puede ocasionar 
vasculitis. 

Leishmanisia Cutjnea Diseminada Ausencia de inmunidad celular y gran cantidad de 
mactdfagos parasitados sin necrosis ni ulceración. 
En caso de recaida postrataniento presenta 

/ hipersensibilidad celular adquirida. 

leishmaniasis Recurrente lntltrado linfocltico abundante, necrosis tibrinoide 
poco frecuente, no caseinifica pocos parésitos en 
las lesiones. · 

Leishmaniasis Mucocutjnea del Nuevo Mundo Macr6fagos con escasos parésitos. 
Infiltración celular inespeclfica asociada a 
ulcefaciones inducidas sin necrosis de macrófagos. 
Lesiones inician en piel seguidas de afectaciones a 
mucosas. Puede haber necrosis de colageno con 
aleracion tibrinoide y vascultis. Mucosa nasal 
profunda con amastigotes en epitelio vascular 
prolferante, asociados con abundante infitrado 
celular perivascular y licuefacción de cartflago. 

CUADROI 

PATOLOGIA DE LAS LEISHMANIASIS 
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RELACION HUESPED/PARASITO. 

Se dispone de escasa información acerca de la relación huésped parásito en el hombre. Poco se 
sabe del proceso que sigue a la inoculación de promastigotes, el cual tal vez sea de suma 
importancia para el resultado final de la infección. 

Dentro de los macrófagos huésped, los amastigotes están protegidos contra los anticuerpos y 
cualesquiera sustancias circulantes que podrían dañar al parásito. La supervivencia del parásito 
en el huésped tiene que depender, por tanto de la capacidad del microorganismo para 
incorporarse a esas células (Monroy, 1986). Sin embargo, la búsqueda de un organelo específico 
que facilitará la invasión activa de las células ha resultado hasta ahora infructuosa, siendo 
problable que leishmania sea asimilada por simple fagocitosis. Se ha demostrado la unión de 
fagosomas que contienen parásitos con lisosomas. Este fenómeno no parece dañar a los parásitos 
que se multiplican en los fagolisosomas. La fagocitosis in vitro de leishmania en macrófagos 
incrementa la absorción de oxígeno y genera metabolitos tóxicos del oxígeno, con el peróxido 
de hidrógeno. Los promastigotes son sensibles a esos compuestos y se supone que in vitro son 
destruídos por esos metabolitos en los macrófagos. 
La producción de compuestos tóxicos aumenta considerablemente en los macrófagos activados 
que son capaces, en condiciones especiales in vitro, de matar al parásito en su estadio de 
amastigote. Esta capacidad parasiticida parece ser no obstante, una predisposición genética del 
macrófago y depende además' del tipo de parásito involucrado. 

No se dispone de datos sobre resistencia genética ni susceptibilidad racial en el hombre, si bien 
se ha observado que la LCM produce síntomas diferentes en los amerindios y en pacientes de 
linaje africano. Sin embargo, la capacidad tan notable de Leishmania de persistir en personas 
inmunocompetentes y la capacidad de algunas especies de Leishmania de suprimir la respuesta 
inmunitaria hacen pensar que la relación con el hombre es muy antigua. 

Casi nada se sabe de las características del parásito que determinan la infectividad,. la virulencia 
el dermotropismo o viscerotropismo y la capacidad de sobrevivir en el hombre, ·aunque es 
evidente que las diversas especies de Leishmania manifiestan estas características en grado 
diferente (OMS, 1984). 

RESPUESTA INMUNITARIA 

La Leishmaniasis humana induce respuestas inmunes humorales y celulares, pero el grado 
relativo en que se dan unas y otras varía con el tipo de enfermedad. En el siguiente cuadro selas 

· principales características inmunológicas de las diversas infecciones de Leishmaniasis en el 
hombre (Cuadro 9). 

20 



Respuesta Inmunitaria 

E . de l . sh . Tipo de Hipersensibilidad 
Anticuerpos 

Parásitos Tendencia a la 
spec:1e 81 mania Enfermedad cutánea diferida en lesiones curación expontánea 

L. tropica LC presente variables presentes si 

LR intensa variables escasos no 

L. major LC presente presentes presentes rápida 

L. aethiopica LC débil variables presentes lenta 

LCD ausente variables abundantes no 

[\;) 1 L. donovani LV ausente abundantes abundantes infrecuente ..... 
LDPK variable variables variables variable 

LC presente variables presentes si 

L. brasiliensis LC presente presentes presentes si 

LMC presente presentes escasos no 

L. mexicana LC presente variables presentes si 

LCD presente variables abundantes no 

CUADR09 Principales características inmunológicas de las infecciones de Leishmaniasis en el hombre. (OMS, 1984) 

LC: Leishmaniasis cutánea, LCD: Leishmaniasis cutánea difusa, LDPK: Leishmaniasis dérmica postkala-azar, 
LMC: Leishmaniasis mucocutánea, LR: Leishmaniasis recurrente, LV: Leishmaniasis visceral 



ANfECEDENTES 

A pocos años de haberse descubierto el agente causal del Kala-ai.ar (Donovan 1903, Leishman 
1904) se iniciaron infecciones experimentales en perros (Nicolle 1908) y en roedores (Laveran 
1912, Row 1914). Durante los años 20's y 30's se realizaron amplios estudios en animales de 
laboratorio convencionales. Algunos años más tarde las publicaciones de Adler, Shortt y muchos 
otros permitieron entender la histopatologfa, epidemiología y la patogénesis de la leishmaniasis 
visceral. Por otro lado el descubrimiento de la infección natural en el cobayo, sumado a los 
animales de experimentación' ya utilizados (Medina 1946) ha contribuido al conocimiento de 
como ocurre la enfermedad de manera general. 
Durante los años 50's se establecen estudios experimentales, clínicos y epidemiológicos donde 
la leishmaniasis representa una colección de enfermedades cuyo agente etiológico es un 
protozoario del género Leishmania, pero que difieren significativamente en su patogenia. 

La única forma de leishmaniasis que no ha podido ser reproducida experimentalmente en 
animales es la forma mucocutánea. 

Los trabajos de Adler, Stauber y Convit durante los 50's y los (i()'s ambos en el hombre y 
animales experimentales llevan a la siguiente hipotesis: que la severidad de la leishmaniasis está 
directamente relacionada a la respuesta inmune adquirida del huesped. 

Leishmaniasis visceral. 
Los modelos animales más utilizados en la actualidad son sin duda el hámster y el ratón 
infectados con Leishmania donovani. 

Poco se ha escrito sobre el perro como modelo experimental en leishmaniasis. En 1987 Kirmse 
destaca la evolución sobre los signos de la leishmaniasis canina. En 1991, Abranches encuentra 
una gran respuesta humoral al antígeno de la leishmania visceral. 

A cerca de los tlacuaches (Dide/phis marsupialis) hay dos estudios sobre ellos como modelo 
animal, coincidiendo ambos en la gran susceptibilidad como hospedero de Leishmania donovani 
(Hanson, 1980; White M.R. 1989). 

Los primates también han sido objeto de estudio como modelos experimentales en estas 
patologías y se ha encontrado, que solo los monos aulladores (Aorus trivirgatus) y los monos 
ardilla (Saimiri sciuna) son susceptibles a úishmania donovani (Champan 1981, Denniss 1985, 
Broderson J. R. 1986.) 

La infección de hámsters con L. donovani ha sido usada para demostrar las diferencias infectivas 
entre los promastigotes y los arnastigotes, inoculad~s por la misma vía (Keithly 1976). 
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El trabajo de Stauber (1958) demostró que la vía de inoculación intravenosa con Leishmania 
donovani en hámster resultó fatal, infectando pnncipalmente hígado bazo y médula ósea, a 
diferencia de la vfa subcutánea que da una sobrevida de más de un año. Además se demostró 
la relación directa entre la dosis infectante y el tiempo de sobrevida. 

Estudios recientes por Bradley y colaboradores, han demostrado diferencias significativas en la 
resistencia relativa a la infección con L. donovani en varias cepas de ratón (Bradley 1979, 
Blackwell 1980), demostrando que la resistencia natural a L. donovani está bajo el control de 
un gene que se encuentra lejos del complejo mayor de histocompatibilidad. 

Leishmaniasis cutánea: 

La mayor proporción de nuestros conocimientos sobre los mecanismos de defensa en el huésped 
a la infección experimental de leishmaniasis ha sidos derivada de estudios sobre la forma 
cutánea. 

Con raras excepciones han sido usados los hámsters (Belehu 1976) en leishmaniasis cutáneas 
experimentales, se ha involucrado la infección con ratón, con L. tropica o cobayo con L. 
tnriettii 

Los trabajos extensos de Brayceson y colaboradores (Bryceson 1970,Bryceson 1974 y Bryceson 
1972) demostraron que la infección de cobayos con L. enritttii provee un modelo ideal para 
estudiar las relaciones en el curso clínico de la enfermedad y la respuesta inmunológica del 
huésped. 

Aunque la mayoría de trabajos experimentales de leishmaniasis han sido elaborados en el modelo 
Ltishmania tnritttii en cobayos la enfermedad en otros roedores de experimentación también se 
han examinado. 

Se ha demostrado que la respuesta inmune en ratón, depende de las células T como el resultado 
de una inmunidad adquirida (Alexander 1980). La enfermedad cutánea no cura progresivamente, 
esto ha sido asociado a la supresión de la inmunidad mediadorea de células T (Arredondo 1979) 
este trabajo fué repetido usando cepas de Ltishmania mexicana, sin embargo un reporte reciente 
sugiere que esta infección puede diferir en su patogenesis entre L. mexicana y L. rropica 
(Grimaldi 1980). No obstante, el cruce inmunitario ha sido demostrado entre estas dos especies. 

Los trabajos de Miller y Twohy (1969) demostraron que los macrófagos de ratón super 
infectados pueden inhibir la multiplicación de Leishmania donovani in virro. Este fenómeno no 
ha sido bien demostrado con Ltishmanía enritllii ni con Leishmania rropica. 
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Realmente la relación parásito-célula huésped aparece al existir una leishmania patógena en un 
huésped particular y puede sobrevivir en el macrófago de este animal pero no en el macrófago 
de una especie resistente (Behin 1975).Recientemente la destrucción de leishmania patógena por 
macrófagos de huéspedes susceptibles ha sido demostrado, pero esto involucra la exposición 
prolongada de los macrófagos a las linfocinas (Mauel 1978), la exposición de los parásitos al 
suero inmune (Mauel 1975) o a la acción de otros factores solubles capaces de afectar las 
funciones de los macrófagos (Handman 1979). 

La capacidad de curación de la leishmaniasis in vitro ha sido también estudiada para saber como 
entran y sobreviven en los macrófagos (Chang 1978) este trabajo revela que los parásitos pueden 
sobrevivir la fagocitosis y multiplicarse dentro de los fagolisosomas. Sobreviven dentro de los 
lisosomas y aparecen posiblemente como leishmanias que pueden resistir la digestión de las 
enzimas lisosomales (Lewis 1977). 

En 1958 Garnham y Lewis inocularon ratones blancos y hámsters en cultivos con medio NNN 
de aislados humanos; obteniendo por vía subcutánea e intraesplénica la visceralización y por vía 
peritoneal obtuvieron resultados negativos. Dávalos y Briseño en 1968 realizaron la infección 
experimental con cepas mexicanas de leishmaniasis cutánea en ratones y hámsters y encontraron 
que por vía intraperitoneal y subcutánea se desarrollaron lesiones en ambos animales, en la 
mayoría visceralización; se presentó metastasis en diferentes partes del tegumento. 

Una linea de macrófagos de -ratón tolera un continuo y prolifero crecimiento intracelular de 
Leishnuuria mexicana amaz.onensis donde los parásitos intracelullares pueden ser aislados por 
gradientes de centrifugación. (Changkp, 1980). 
Se estudio la inmunología y la histopatologfa de leishmania mexicana en ratones C3H y 
encontraron que difiere de la clásica leishmaniasis cutánea que cura por si misma por la 
persistencia de lesiones no ulcerativas, no hialinas, y no metastásicas. A pesar de presentar 
evidencias de la inmunidad humoral y celular. (Grimaldi 1980). 

En 1983 Barral y Sacks estudiaron en dos cepas de ratón (C57Bl/6 y Balb/c) el curso de 
leishmaniasis metastásica y encontraron que el desarrollo del padecimiento en ambas cepas fué 
asociado a la depresión de la inmunidad celular monitoreada por la hipersensibilidad tardía in 
vivo, lo cual les hace inferir que la leishmaiasis cutánea diseminada y la espundia pueden ser 
causadas por la misma cepa, y la expresión clínica en los ratones de manera individual es 
determinada por la respuesta del huésped. 
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Wilson (1979) propone que el inóculo por vía intradérmica y el uso de amastigotes sean 
condiciones estándar para ~a caracterii.ación de leishmaniasis. 

Al estudiar en hámsters dorados el comportamiento de tres especies de leishmania (L. mexicana, 
L. braziliensis y L. chagas1) inoculados por vía subcutánea se encontraron lesiones de evolución 
progresiva con invasión tardía a bazo e hígado (Rezzano 1985). 

También se ha estudiado el comportamiento de L. brazilíensis en hámster dorado bajo diferentes 
condiciones experimentales y Travi (1988) observó que la reproductibilidad del, comportamiento 
metastásico de L. braziliensis en hámster, bajo corticoesteroides; el resultado positivo es más 
frecuente en animales no tratados con este medicamento. 

En un caso humano de leishmaniasis con lesiones multiples por L. ({viannia)) braziliensis se 
aislo, y los parásitos recuperados tuvieron un comportamiento en cultivo y en hámster similar 
a la cepa de L. ((viannia)) braziliensis de referencia (Goto 1990). 
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JUSTIFICACION 

Algunos modelos experimentales han sido desarrollados con la intensión de reproducir la 
enfennedad tal como ocurre en el hombre (Champman,1981). Estos modelos han incluido tanto 
la fonna visceral como cutánea, siendo de un valor considerable en estudios sobre mecanismos 
de inmunidad celular y humoral (Preston y Dumond, 1976). 

Hay algunos reportes dentro de la literatura describiendo la histología de las lesiones de 
leishmaniasis cutánea y mucocutánea durante la enfermedad humana y la infección experimental . 
(Adler, 1926 y Ridley, 1980); sin embargo los estudios in vivo de cada uno de los eventos 
externos e internos durante la leishmaniasis seguidos de la inoculación en el hámster dorado 
como modelo experimental son escasos e incompletos. 

A la fecha en México no se ha tenido experiencia en el manejo del hámster como un modelo 
animal de las leishmaniasis, (Poulter, 1983), este ha sido utiliz.ado como herramienta de 
aislamiento generalmente (Velasco-Biagi,1967). En otros estudios se ha utilizado al perro (Canis 
familiaris) (Lebrija, Velasco, 1988) como modelo animal para la leishmaniasis cutánea 
(Velasco, 1988) y aunque se considera al perro como un reservorio para la Leishmania donovani 
(Kinnse,1987); en condiciones experimentales no se han obtenido resultados satisfactorios. 

Por lo que antes se menciona, se propone el presente estudio con los siguientes objetivos: 
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OBJETIVOS. 

General . 

Describir el comportamiento de tres especies de Leishmania, inoculados en hámster dorado 
(Mesocricerus auratus) como modelo animal. 

Específicos. 

Trazar la secuencia de eventos (macro y microscópicos) que suceden a lo largo de la infección 
experimental con las diferentes especies de leishmania. 

Comprobar la presencia de parásitos en los tejidos mediante cultivos e histopatología. 

Conocer las diferencias de tiempo en que las diversas especies tardan en producir lesiones, 
diseminar, y/o visceralizarse. 

Determinar el comportamiento histopatológico que conforme a los hallazgos microscópicos 
presenten las diversas especies de leishmania en el hámster dorado. 



METODOLOGIA. 

Animales. 

Se seleccionaron 20 hámsters dorados (Mesocricetus auralUS), machos, de tres meses de edad 
aproximadamente. Se mantuvieron durante todo el estudio bajo condiciones de laboratorio en 
jaulas de plástico, sobre un lecho de viruta de madera, a temperatura ambiente. 

Parásitos. 

CEPA: MHOM/AR85/LB2 (L. braziliensis braziliensis) 

Aislada de un paciente masculino de 44 años de edad de Salta, Argentina, enfermo de 
leishmaniasis cutánea con reacción de Montenegro positivo, serología positiva, tipificación 
biológica en Argentina por César Cuba C. corroboración por el centro de referencia de la OMS 
por la Dra. Me Mahon-Pratts. 

CEPA: MHOM/IN/CHILD (L. donovani chagas1) 

Aislado de un paciente infantil masculino de la India; donado gentilmente por National Health 
Institute U.S.A. Dr. Frank Neva. 

CEPA MHOM/MX/33 (L. mexicana mexicana) 

Aislado de paciente másculino de 36 años, de Cunduaán Tabasco México, enfermo de 
leishmaniasis cutánea diseminada con reacción de Montenegro negativa, serología positiva. 
Tipificada por el Dr. R. Kreuu:er y la Dra. Mc-Mahon Pratts. 

Se realizó un estudio comparativo de tres especies del género Leishmania: L. donovani chagasi, 
L. mexicana mexicana, y L. brazi/iensis braziliensis; pertenecientes al laboratorio de 
tripanosomátidos del departamento de Parasitología del INDRE. 

Las cepas se han mantenido en pases sucesivos semanales en medios de cultivo con sangre 
(Anexo 4). Se seleccionó un tubo de cada cepa y se sembró a cuatro tubos con medio de 
mantenimiento, agregándole suero fetal bovino (3%) y antibiótico (gentamicina 1 %). Los 
cultivos se revisaron cada semana al microscopio, en seco débil. Al obtener una población de 
parásitos con gran movilidad y escasa formación de parásitos en rosetas se procedió a realiz.ar 
un pase a un medio de proliferación con el objeto de lograr una curva de crecimiento más alta 
en un tiempo menor: tomando 1 mi de la fase líquida de medio, se sembró en una caja de cultivo 
celular de 25 ce que contenía 5 mi de medio RPMI, (Anexo 4) incubándose a 21 ºC (Campos 
Neto 1982) y se revisó diariamente hasta obtener el pico de crecimiento en el cual se presentan 
gran cantidad de promastigotes aislados con una mínima proporción ( 1 % ) de formas agrupadas. 
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La cosecha de parásitos se efeetuo centrifugando el contenido de cada caja de cultivo a 5000 rpm 
a -IOºC durante 25 minutos, agregándole solución salina isotónica estéril (SSQ al 0.85% 
inmediatamente se hizó una observación directa del sobrenandante, se resuspendió la pastilla en 
SSI en proporción de IOX. Se repitió la centrifugación con los lavados hasta obtener un 
sobrenadante transparente y un botón blanco. Se agregó un volumen conocido de (5X) a la 
pastilla y se realizó el conteo en cámara de Neubauer; se efectuaron diluciones (l: 10 hasta 
1: 1000) para ajustar la cantidad del inóculo de 2.5 X 10' parásitos /mi, promediando las lecturas 
de tres conteos a la misma dilución (Wilson 1987, Bcrens.1976, Grimaldi 1980, Wilson 1979, 
Hart 1981). 

Se formaron tres lotes con 6 hámsters caaa uno, un lote por cada especie y dos organismos 
testigos mantenidos todos en las mismas ·condiciones de laboratorio. Los organismos se 
numeraron mediante la coloración del pelo con ácido pícrico; con el propósito de identificarlos 
de manera individual durante todo el tiempo de estudio. Se inoculó por vía subcutánea 
inyectando 0.1 mi de la suspensión de parásitos ajustada a 2.5 X 106 parásitos/mi en cada una 
de las regiones de inoculación: cojinetes plantares de patas posteriores, naríz y ambos costados 
de la región abdominal. 

En el caso de los testigos se les inoculó el mismo volumen pero de SSI en todas las regiones 
mencionadas. · 

Se llevó semanalmente una evaluación de cada organismo, registrándo el peso y las alteraciones 
macroscópicas que fuesen apareciendo, tomando en consideración el aspecto del pelo: erizado, 
alopecia en placas o generaliz.ada; enflaquecimiento, revisando con particular atención las 
~ones inoculadas, tamaño y forma de las lesiones. A las seis semanas de incubación se 
sacrificó un animal de cada lote junto con un testigo, posteriormente se siguieron sacrificando 
cada dos semanas, sólo un hámster de cada lote, hasta la última etapa se sacrificó al segundo 
testigo. Se empleó una ~ letal de cloroformo. 

Antes de realiz.ar la disección se hizó una ultima revisión para registrar el aspecto exterior como 
x había efectuado anteriormente. 

Se rasuró la piel de los costados en la región inoculada, cortando un área de 2 cm aprox. Al 
abrir la cavidad abdominal, se inspeccionó con sumo cuidado la apariencia macroscópica de las 
vísceras y cada caso fué comparado con el testigo. Se separaron las siguientes vísceras: bazo, 
hígado, riñones, pulmones, intestino, registrándose siempre su peso, tamaño y aspecto, se tomó 
una muestra de cada víscera, de las regiones inoculadas y de la médula ósea proveniente de una 
parte de hueso de las patas traseras. 
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Depositando las muestras por separado en frascos con SSI estéril para la realización del 
sembrado en los medios de cultivo (lnfante,1980). 

Las vísceras junto con Ja piel se fijaron en formol neutro amortiguado al 10% durante 48 hrs. 

Ambas patas posteriores y la nariz fueron rasuradas y cortadas con sierra Stryker. 

Para descalcificar las patas y la nariz se utilizó ácido nítrico en formol al 1 O%, habiéndose fijado 
previamente con formol neutro amortiguado al 10% (Anexo 5) durante cuatro días (las muestras 
con contenido óseo requieren más tiempo en fijación para resistir la acción hidrolítica de los 
ácidos empleados en la descalcificación); el ácido fué cambiado diariamente, evaluando el 
progreso de la descalcificación puncionando las piezas con un alfiler, hasta sentir blando el 
tejido. 

Una vez fijadas y descalcificadas las muestras, fueron cortadas en pequeños trozos de 1 cm2
, ya 

rotulados se colocaron por separado en cápsulas metálicas para su procesamiento posterior: 

Deshidratación: Se utilizaron Jos siguientes alcoholes de menor a mayor concentración: 70º, 
80º , 96º, 2 alcoholes absolutos, con una hora de incubación en cada uno. Para aclarar los 
tejidos se empleó acetona y dos pases de cloroformo con una hora de incubación en cada uno. 

En la impregnación se sumergieron las cápsulas en un recipiente con parafina líquida (56ºC) 
haciendo dos cambios de una hora cada uno. 

Para incluir se utilizaron rejillas, se agregó parafina líquida al fondo para formar una capa sólida 
y se introdujo el fragmento del tejido añadiéndole más parafina hasta cubrirlos por completo, 
se dejó solidificar por 20 minutos. 

Los tejidos fueron cortados a un grosor de 5 µ., se colocaron los cortes en baño de flotación a 
37ºC con gelatina previamente disuelta (l g/lt) con el fin de extender y adherir los cortes al 
portaobjetos, con el cual se recogen de modo que queden centrados. Se secan en la estufa a 
37ºC durante 12 horas. 

Para teñir los cortes fué indispensable desparafinarlos e hidratarlos, fueron pasados por xilol 3 
veces, y después con xilol-acetona de 5 a JO minutos cada uno; acetona de nuevo, alcohol 
absoluto y alcohol 96º durante 2 minutos cada uno, por último se lavo a chorro de agua por 5 
minutos. 

Los cortes fueron teñidos con la tinción de Hematoxilina y eosina (Anexo 2) y la técnica 
policrómica Whipf (Anexo 1) (Wilson,1977). 

30 



Falta página 

Nº ~j 



En primera instancia se utilizó únicamente la tinción de hematoxilina y eosina (Estrada-Flores 
1982) pero los resultados en la diferenciación de los parásitos no fué satisfactoria, por lo que 
se optó por utilii.ar la tinción policrómica modificada de Whipf, debido a que la bibliografía 
reporta que se diferencian las estructuras citoplásmicas por el escarlata de Biebrich-orange G, 
el azul de picroanilina colorea el tejido conectivo y los núcleos son teñidos con hematoxilina 
férrica. 

La observación al microscopio se realizó en lOOx y las dos lecturas se efectuaron en ciego. 
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RESULTADOS: 

Leishmania braz.iliensis: 

Hasta la cuarta semana no se presentaron alteraciones macroscópicas en las regiones inoculadas. 
En la quinta semana se comenzó a observar en las patas traseras de todos los organismos un 
ligero enrojecimiento y aumento de volumen alrededor del sitio inoculado, que fue aumentando 
progresivamente hasta tomar un aspecto tumefacto y cianótico muy evidente durante la 
catorceava semana. Algunos hámsters presentaron alopecia (5/6) y escarificación (4/6) 
~ominando ambas en la parte ventral y la región dorsal cercana a la base de la cola. Cabe 
mencionar que las regiones inoculadas no presentaron ulceración de las lesiones (Tabla 1). 

El organismo sacrificado a la décima semana fue el único que presentó alteraciones 
macroscópicas en sus vísceras predominando en hígado, bazo y riñones; destacando un aumento 
considerable en hígado el cual presentó grandes quistes hialinos llenos de liquido amarillento sin 
olor fétido, éstos distribuidos en todo el órgano con una apariencia circular bien definida, 
sobresaliente al tejido hepático el tono de este fue más claro que los testigos normales y su 
textura un poco rugosa. El bazo y los riñones solo mostraron el aumento de tamaño y peso. 

En los demás animales el tamaño, la forma y el peso de los órganos macroscópicamente no 
manifestaron alteraciones (Fi~. 5). 

Lesiones orgánicas y cambios histopatológicos. 

En el animal sacrificado en la sexta semana los órganos no mostraron cambios macroscópicos 
notables. Sin embargo histológicamente: El hígado mostro infiltrado de linfocitos y macrófagos 
cerca de las venas centrales. Algunos macrófagos y hepatocitos mostraron presencia de vacuolas 
y núcleos con cuerpos de inclusión eosinófilico. No se demostraron parásitos. 

El bazo mostró ligero aumento en el tamaño de los folículos y algunos eosinófilos en la grasa 
pcricapsular. 

Las patas presentaron fibrosis y discreto infiltrado linfocitario y algunas células plasmáticas en 
tejido subcutáneo e intramuscular. Se demostraron parásitos por cultivo. Naóz y riñones sin 
lesiones. 

En la octava semana sin cambios macroscópicos notables en los organos estudiados. 
Histológicamente el hígado mostró acúmulo de linfocitos y células epiteloides con amastigotes 
constituyendo granulomas, moderada hiperplasia de células de Küpffer y algunas células gigantes 
de tipo cuerpo extraño. 
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El bazo mostró proliferación histiocitica y no se observaron parásitos con claridad. 

En las patas hubo fibrosis, edema infiltrado de linfocitos y células plasmáticas y macrófagos con 
amastigotes en tejido celular subcutáneo e intermuscular. 

En la nariz debajo del epitelio respiratorio se observó presencia de amastigotes en varios 
histiocitos. 

La piel, riñones y suprarrenales no mostraron lesiones. Se demostraron parásitos con tinciones 
de HyE, tricromica de Whipf y se confirmó su presencia en hígado patas y nariz por cultivo en 
medio bifásico NNN. 

El organismo sacrificado en la décima semana presentó en el hígado, bazo y riñones un notable 
aumento de tamaño y peso. 

Histológicamente una gruesa pared fibrosa limitaba las cavidades y el contenido de los quistes 
no mostraron piocitos ni parásitos. El parenquima presentó un infiltrado linfo-histiocitario difuso, 
vacuolación de hepatocitos y presencia aparente de amastigotes. Los conductos biliares se 
encontraron dilatados y con colestasis. 

El bazo solo mostró intensa congestión y no se observaron parásitos. 

En las patas se encontró un intenso infiltrado heterogéneo, linfocitos células plasmáticas, 
polimorfonucle.ares y macrófagos con amastigotes. En la nariz se observó un aumento de 
volumen submucoso, fibrosis y algunos linfocitos e histiocitos sin amastigotes. En riñones se 
observa la presencia de pequeños focos de pielonefritis cortical, fibrosis intersticial e 
hidronefrosis. En uno de los cortes de pulmón y en otro de corazón se observó en cada uno 
lesiones con aspecto semejante a un granuloma. · 
Se demostraron amastigotes en cultivo de lesiones de hígado y patas. 
El organismo sacrificado en la semana doce no tuvo cambios macroscópicos notables, 
histológicamente el hígado no mostró lesión. El bazo presentó congestión y grasa periesplénica 
e infiltración de células mononucleares. Los demás órganos no demostraron parásitos en ninguno 
de los cultivo. 

Para la catorceava semana no hay cambios macroscópicos en los órganos observados. aunque 
histologicamente el hígado presenta granulomas con escasas células epiteloides y congestión. 
Agunos hepatocitos con signos de regeneración. No se vieron parásitos. 

Bazo congestivo con ronas granulomatosas y tejido adiposo adherido con granulomas. Se 
observaron claramente amastigotes dentro de los macrófagos e histiocitos. Las patas denotan 
infiltración linfoide y granulomas de tipo cuerpo extraño con presencia de polimorfonucleares. 
En naríz y riñones no se observaron lesiones. Los cultivos demostraron parásitos viables en patas 
y bazo. 
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6a. - + + ++ ++ 

88. ++ - - ++++ +++ 

10a. ++ + - +++ +++ 

128. - + + +++ +++ 

148. +++ + - +++ +++ 

16a. ++ + - +++ +++ 

TABLA 1 Alteraciones macroscópicas ocasionadas por L. braziliensis 
En ninguna de las regiones inoculadas se encontro ulceración y en la piel 
de los costados no se observó ninguna anonnalidad 

++++ Muy abundante 
+++ Notorio 
++ Moderado 
+ Ligero 

Sin lesión aparente 

u 1 E u 

+ 

1 E u 

I= Inflamatoria 
E=Enrojecimiento 
U= Ulceración 



TlEM'O ORGANO ..... Mf .. N 
Ctf 11 Cp Eo Fb Hv Gr Htla ,. CIA Ck Cong 

(SEM) Gjg 

HIG + + + + 

BAZO + 

611. RIÑON 

PATA + + + + 

NARIZ 

HIG + + + + • • • 
BAZO + • • 

e.. RIÑON 

PATA + + + + + + 

NARIZ + + 

HIG + + • + + • + + 

BAZO + 

10.. RIÑON + + 

PATA + + + + + + 

NARIZ + • 
HIG + + + + 

BAZO + + 

12a. RIÑON 

PATA 

NARIZ 

HIG + • + + + 

BAZO + + + + + + 

, ... RIÑON 

PATA + + + 

NARIZ 

HIG + • 
BAZO + 

te.. RIÑON 

PATA + + + 

NARIZ + + + 

• PULMON . . 
TABLA 4 HalJal.IOI celulares de cortes histológials teftidos por H.E. y Whipf de hamsters dorados 
infectados coa L. braziliensis. 

Hist. Histioc:ito Fb. Fibrosis 
Mv. Maa6fll0 VICUOJado ff.siL Hipaplasia 
Mp. Macrófago parasitado Gr. Gran u loma 
N. Necrosis Hv. Hepetocito vacuolado 
Nf. Neutr6filos P.ext. Parásito extracelular 
n. Infiltrado leucocitario Cul. Crecimiento en cultivo 
Cp. Célula Plasmática et. Células de Kup!Ter 
Eo. EosiDófilos Cong. Congestión 
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PROMEDIO DE PESO HAMSTERS INOCULADOS CON 
L. braziliensis 
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TABLA 2 Alteraciones macroscópicas ocasionadas por L. mexicana 
En este tampoco se observó ulceración en las lesiones 
y en la nariz solo en un organismo apareció inflamación. 

++++ Muy abundante 
+++ Notorio 
++ Moderado 
+ Ligero 
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En la decimosexta semana sin cambios macroscópicos, histologicamente se observaron en hígado 
pequeños acúmulos de linfocitos, sin llegar a formar granulomas, algunos hepatocitos con 
cuerpos eosinofílicos de inclusión en los núcleos. El bazo con leve proliferación de histiocitos. 

Patas con infiltrado de mononucleares, numerosos macrófagos, algunos con amastigotes. En piel 
de naríz también se observaron granulomas con amastigotes. 
El riñón presentó tiroidización de túbulos (datos de pielonefritis). Se cultivaron parásitos de las 
lesiones de patas y naríz (Tabla 4). 

Leishmania mexicana: 
A la cuarta semana posterior a la inoculación se observó inflamación en el sitio inoculado en las 
patas traseras, que progresó hasta ser más intenso durante la semana 16, involucrando tanto la 
cara dorsal como la plantar y adquiriendo un tono morado. En la mayoría de los animales se 
observó alopecia generalizada y uno de ellos adelgazó notablemente. Nunca se observaron 
pápulas ni úlceras en las patas ni en otros sitios inoculados como la naríz y costados, tampoco 
presentaron lesiones aparentes (Tabla 2). 

Lesiones orgánicas y cambios histopatológicos. 

En la observación de la sexta semana no hubo lesiones macroscópicas notables, histológicamente 
en hígado mostró discreto aumento de linfocitos en espacios porta, el bazo con discreta 
hiperplasia linfoide y congestión, en patas, naríz y otros órganos (piel, ganglios y riñones)no se 
vieron lesiones. 
En la octava semana el hígado mostró acúmulos linfoides pequeños y dispersos, el bazo 
hiperplasia linfoide perifolicular; y los demás órganos sin lesión . Durante la décima semana en 
el hígado además de los acúmulos linfoides se observa vacuolización de algunos hepatocitos y 
células de Küpffer. El bazo sin cambios, las patas con infiltrado de polimorfonucleares y 
linfocitos en tejido subcutáneo. La naríz y otros órganos sin lesiones. 

Durante la doceava semana, el hígado presentó infiltrado de linfocitos y macrófagos. Hiperplasia 
y células de Küpffer, dilatación y congestión sinusoidal y algunos núcleos con cuerpo de 
inclusión eosinofílico. El bazo, patas, naríz y demás órganos sin lesiones. 

En la semana 14 el hígado mostró pequeños focos de infiltrado linfocitario y congestión. El bazo 
sin lesion , al igual que nariz, piel y riñones. En las patas se observó infiltrado de linfocitos y 
macrófagos. 
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TIEMPO ORGANO Hill Mv Mp N 
Cel 11 Cp lm Fb Hv Gr Hlie P8lCI Cul Ck Cong 
Gig 

HIG + 

BAZO + + 

6a. RIÑON 

MITI. PATA 
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HIG + + .. 
BAZO + 
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Mm. PATA 
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BAZO + 

10.. RIÑON 

sem. PATA 

NARIZ + + 

HIG + + + + + + 

BAZO + 

12a. RIJÍjON 

Mm. PATA 
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HIG + + 

BAZO 

148. RIÑON 

Mm. PATA + + 

NARIZ 

HIG .. + + + (+) 

BAZO + + + (+) 

16a. RltÍION + 

sem. PATA 

NARIZ 

TABLA S Hallazgos celulares de cortes histológicos tellidos por H.E. y Whipf de harnsters dorados 
infectados con L. m. mexicana. 

Hist. Histiocito Fb. Fibrosis 
Mv. Maaófago vacuolado Hsia. Hiperplasia 
Mp. Macrófago parasitado Gr. Granuloma 
N. Necrosis Hv. Hepatocito vacuolado 
Nf. Neutrófilos P.ext. Parásito extracelular 
D. Infiltrado leucocitario Cul. Crecimiento ea cultivo 
Cp. Célula Plasmática Ck. Células de Kupffer 
Eo. Eosinófilos Cong. Congestión 
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L. mexicana 
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TABLA 3 Alteraciones macroscópicas observadas en hamster dorados infectados 
experimentalmente por l. donovani 

1 

-

+ 

En las regiones inoculadas en este lote solo se observaron alteraciones en las 
patas traseras con ligero enrojecimiento, sin inflamación en las demás regiones 
de inoculación, no se observaron lesiones aparentes. 
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+ Ligero 
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TIEMPO 
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BAZO + 
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TABLA 6 Hallazgos celulares de·cortes histológicos teilidos por H.E. y Whipf de hamsters dorados 
infectados con L. donovani chagasi. 

Hist. Histiocito Fb. Fibrosis 
Mv. Macrófago vacuolado Hsia. Hiperplasia 
Mp. Macrófago para.sitado Gr. Granuloma 
N. Necrosis Hv. Hepatocito vacuolado 
Nf. Ncutrófilos P.ext. Parásito extracelular 
n. Infiltrado lcucocitario Cu!. Crecimiento en cultivo 
Cp. Célula Plasmática Ck. Células de KuplTer 
Eo. Eosinófilos Cong. Congestión 
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En la decimosexta semana en hígado se vieron granulomas, sin poder demostrar en ellos 
presencia de parásitos con tinciones especiales. Pericolangitis y tejido adiposo extrahepático con 
infiltrado de mononucleares. 

En bazo se encontró infiltrado mononuclear en la grasa periesplénica y proliferación de 
histiocitos en el parenquima. Aunque, al igual que en el hígado, parece que hay amastigotes no 
fueron demostrados con la tinción policrómica de Whipf. Los demás órganos sin lesiones (fabla 
S). 

Respecto a la demostración de parásitos no se observaron ni con tinciones especiales, solo dió 
la impresión de haber en la sexta observación teñida con HE. Se aislaron amastigotes viables en 
hígado, riñón y bazo, en las demás muestras no se observó crecimiento. Cabe mencionar que 
los parásitos presentaron una gran movilidad y un crecimiento abundante. 

úishmania donovani: 

En general no se presentaron lesiones macroscópicas extemas aparentes durante las 
observaciones realizadas a lo largo de la inoculación, aunque se hizo muy ev.idente el 
adelgaz.amiento y alopecia muy marcada en casi todo el cuerpo en uno de los organismos (fabla 
3). 

Lesiones orgánicas y cambios histopatológicos. 

Durante la sexta semana sólo se ve afectado el hígado, cerca de las venas centrales porta, 
presenta un acúmulo de linfocitos, algunas células plasmáticas, núcleos vaculados, se observa 
necrosis con tendencia a fonnar granuloma, no hay presencia de parásitos. El bazo sólo presenta 
congestión, y en los demás órganos no hubo lesiones. 

A la octava semana el hígado presenta necrosis infiltrado linfocitario portal, algunos núcleos de 
hepatocitos con nudeólos prominentes. El bazo con un aumento de histiocitos y tejido adiposo 
capsular, con linfocitos e histiocitos, congestión y posible presencia de parásitos. Los demás 
órganos con apariencia nonnal. 

En la décima semana el hígado manifiesta infiltrado linfocitario en acúmulos pequeños cercanos 
a los espacios porta, hepatocitos vacuolados y amastigotes libres. Macroscópicamente el intestino 
delgado presenta una forma arrosariada y el colon se observa aumentado de volumen. 
Histológicamentc el intestino delgado presenta en mucosa: infiltrado de linfocitos, células 
plasmáticas y polimorfonuclearcs. En el colon, la submucosa presenta infiltración de linfocitos 
y polimorfonucleares posibles arnastigotes presentes. Los demás órganos no presentaron 
cambios. 
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En el organismo sacrificado a la doceava semana no se observan lesiones aparentes ni cambios 
macroscópicos en las vísceras, en cambio, histológicamente el hígado presentó un infiltrado 
linfocitario difuso en grandes acúmulos cerca de las venas centrales, las cuales se encontraron 
dilatadas y congestionadas. Se observa necrosis y regeneración, arnastigotes libres, granulomas, 
macrófagos y células endoteliales. En el bazo se observan numerosos macrófagos con 
arnastigotes. 

En la catorceava semana en el hígado continua el infiltrado linfocitario, se observan los 
hepatocitos con núcleos grandes y nucleólos prominentes, presencia de arnastigotes en 
macrófagos. El bazo con gran cantidad de histiocitos varios de ellos con arnastigotes. La naríz 
p,resenta edema, polimorfonucleares en epitelio nasal y subepitelial; presencia de amastigotes. 
En riñón se observa solo pielonefrítis. 

Para la decimosexta semana el hígado se ve afectado por granulomas hepáticos con amastigotes 
en macrófagos, hiperplasia de células Küpffer, bazo con discreta cantidad de histiocitos, 
periesplenitis e hi~"rplasia linfoide difusa. En patas se observa una discreta hiperplasia de 
histiocito en tejido subcutáneo. En naríz aparecen pocos histiocitos en tejido subepitelial. El 
riñón solo con material proteíco con acúmulo de linfocitos. 
Se constató la presencia de los parásitos viables en riñones y bazo para las demás vísceras y 
tejido no hubo crecimiento alguno. 
(fabla 6) 
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ANALISIS DE RESULTADOS. 

Eventos macroscópicos. 

L. braziliensis fué quién presentó más constantemente adelgaz.amiento (4/6) a partir de la octava 
semana, la alopecia fué continua (5/6), y de manera esporádica se dió la escarificación. 

Desde el inicio de las observaciones se presentaron las patas con inflamación y enrojecimiento, 
y al paso del tiempo fueron aumentando progresivamente, en la naríz solo en la octava semana 
se observó inflamación; en la piel de los costados no hubo ningun cambio. 

Para L mexicana el adelgaz.amiento en los organismos solo se presento en 2 casos a la sexta y 
a la decimosexta semana de observación, la alopecia fue más evidente tanto en placas como 
generalizada (4/6). la escarificación fue observada en 3 ocasiones, en los sitios de inoculación; 
desde la sexta semana se observó inflamación y enrojecimiento que fué aumentando en todos los 
animales hasta el final del trabajo. En la naríz solo se observó inflamación en la doceava 
semana. Y en la piel de los costados no se observó anormalidad alguna. 

En L. donovani los cambios macroscópicos no fueron evidentes, sino, hasta la decimosexta 
semana de observación se encontró adelgaz.amiento, alopecia muy marcada y escarificación, solo 
en patas traseras se encontró una ligera inflamación. Destacando entonces que la especie que 
presenta cambios en etapas de observación más tempranas fue L. braziliensis, y enseguida L. 
maicana. La cepa de L. donovani, a lo largo de la experimentación transcurrio sin cambios, 
notando que el adelgazamiento y la alopecia fué más constante en L. braziliensis que en L. 
mexicana, Para estas dos cepas fué frecuente la inflamación y el enrojecimiento de las patas, 
escasas de inflamación en naríz y no se observa cambios en otras regiones de inoculación en las 
tres cepas. 

Eventos Microscópicos. . 
Los infiltrados histiolinfocitarios se presentaron de forma muy uniforme en las cepas desde las 
primeras observaciónes y se siguieron encontrando a lo largo de la experimentación. Los 
macrófagos vacuolados y parasitados se encontraron al igual que los neutrófilos en mayor 
cantidad en L. braziliensis en las otras dos cepas se observaron pero en menor proporción. Los 
neutrófilos se observaron sólo en 4 casos de L. donovani. 
Las células plasmáticas predominaron (4) en L. braziliensis, un caso para L. donovani y ninguno 
para L. mexicana. Eosinófilos muy escasos, pero presentes en las tres especies. Fibrosis con 
predominioo en L. braziliensis, ausente en L. donovani y escaso en L. mexicana. 
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Hepatocito vacolados y granulomas mas frecuentes en L. braziliensis y escasos en L. donovani 
y L. mexicana. 

Los parásitos extracelulares más abundantes en L. donovani y escasa en L. braziliasis y L. 
mexicana. (Tabla 7). 

Células Küpffer escasa en las tres cepas. 
Congestión abundante en L. braziliasis y escasa en L. donovani y 
L. mexicana. 
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C.11 
o 

L. BCíl:iilililDliili L. dllDllllilDi L. mexildlDI 

semana 6 8 10 12 14 16 6 8 10 12 14 16 6 8 10 12 14 16 
organo 

Patas + + + - + + - - - - - - - - -

Nariz - + - - - + - . - + - - -

Higado . + . - - . . + + + + . . - + 

Bazo - - - . + . - - + + + + - . - + 

Rinón - - - - - . . . . . - - - - . - -
~--· 

Otros - - - . . - - - - - + . . . . . . . 
Organos 

·----· 
TABLA 7 

Presencia de parásitos (amastigotes) demostrados por la tinción policrómica modificada de Whipfs en muestras de hamsters dorados infectados 
experimentalmente. 



ESPECIE 

Leishmania 
mexicana 
mexicana 

Leishmania 
brazil iensi s 
braziliensis 

Leishmania 
donovani 
chagasi 

TIEMPO DE DISEMINACIO VISCERALIZACIO 
APARICION N N 

DE LESIONES 

· 4a. Semana --·-·- 16ava. Semana 

5a. Semana --- 8ava. Semana 

14a. Semana -- lOava. Semanas 

Tabla 8. Diferencias de tiémpo en que las diversas especies 
tardarón en aparecer lesiones diseminar y/o vicera

lizarse. 
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Fig 8. Hígado de hárnster infectado con L. (viannia) 
brazilitnsis. Se observa fácilmente la fonnación de un 
granuloma. 
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Fig 9. Infiltrado linfocitario encontrado en colon, este 
hallazgo fue persistente a lo largo de la infección en 
los diferentes organos estudiados. 
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Fig 10. Parenquima de piel de las patas traseras inoculados con 
L. mexicana mexicana. Se observan granulornas 
subcutáneos tei'Udos por Whipf. 



Fi¡ 11. F.n colon se observan infiltrados de células plasmáticas 
y linfocitos. 
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Fig 12. Baw de hárnster inoculado con L. donovani chagasi se 
observa proliferación de histiocitos. 
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Fig 13. En hígado se observa el detalle de un granuloma con 
arnastigotes. 
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DISCUSION. 

La inoculación por vía subcutánea en tres sitios (nariz, cojinetes plantares de las patas traseras 
y costados) en hámsters dorados con 2.5 X 106 amastigotes de L. donovani, L. mexicana y L. 
braziliensis ocasionó lesiones no ulcerativas de evolución progresiva con invasividad temprana 
a vísceras. En L. mexicana se encontraron con más rápidamente los parásitos en vísceras. 

La observación de parásitos en sitios de inoculación fué más temprano en L. braziliensis (seis 
semanas) , aunque Wilson (1987) y Wilson (1979) reportan la aparición de parásitos 
intracelulares y la formación de granulomas desde la cuarta semana de infección. La infección 
por parásitos en los hámsters en L. donovani fue hacía la octava semana tanto en vísceras como 
en nariz, Banal (1983) al inocular en diferentes cepas de ratón con L. braziliensis se 
desarrollaron granulomas y metastasis ulcerativas. 

A lo largo de toda la secuencia del trabajo sólo se encontrarón zonas de necrosis en L. donovani. 

En ninguna de las cepas se constató la formación de nódulos ulcerativos. Solo se observaron 
lesiones macroscópicas en los cojinetes plantares de las patas traseras, en los demás sitios de 
inoculación solo se evidenciaron de forma microscópica. 

Al no presentarse diseminación en ninguna cepa, ni encontrar lesiones en las regiones 
inoculadas, podría pensarse que el inóculo trabajado fué muy bajo, aunque en la bibliografía 
reporta ser una cantidad de parásitos idónea para los hámsters. 
La presencia de parásitos en vísceras fué detectada primero en L. braziliensis (8 semanas) tal 
como Dávalos-Mata (1968) lo menciona, que la viscerali:zación se da en un 85% en las cepas 
inoculando hámsten y ratones. 

La existencia de parásitos en los hámsters en L. donovani fue hacía la décima semana tanto en 
vísceras como en nariz. 

L. mexicana siguió un patrón de comportamiento similar al que Grimaldi (1980) reporta que al 
inocular ratones Balb-C con L muicana. Encontro que la cepa desarrolla una respuesta celular 
especifica que al final controla la paiasitemia puesto que no se encontro diseminación en la 
piel,formación de granulomas ni nódulos ulcerativos. 

La hiperplasia se presentó en todas las cepas, siendo la incidencia más común en hígado. Para 
L. donovani. Solo tuvo ésta localización en cambio L. mexicana también se observo en bazo, 
mientras que en L. braziliensis, además de hígado también se encuentra en cojinetes plantares 
de las patas inoculadas. 
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El hallazgo celular más común en las 3 cepas fué la presencia de linfocitos los cuales 
aparecierón a la semana de observación persistierón a lo largo de la observación (16 semanas). 
Hecho que corrobora que todas las variedades clínicas de la enfermedad tiene una característica 
histológica común: la acomulación temprana de células mononucleares en los tejidos invasivos 
(OMS,1984.) 

- El infiltrado histiolinfocitario en las tres cepas constituyen el evento más frecuente, considerado 
para desempeñar un papel de respuesta celular especifica. 

- La visceralización de L. donovani es más clara y constante que L. braziliensis y L. mexicana: 
considerando este hecho confirma los datos de Rezzano 1985 quien menciona que el 
vfcserotropismo es más acentuado para L. donovani en tanto que el dermotropismo fue para L. 
mexicana. y L. braziliensis. de igual forma. 

Por otra parte consideremos también que las cepas ocupadas se han mantenido durante mucho 
tiempo (más de 80 pases) en medio de cultivo, hecho que disminuye la virulencia en los 
amastigotes, (Thomas, John, Nolan 1985 y Melo 1987).' Disminuyendo así los resultados 
esperados. 

Un hallazgo importante fué el encontrar parásitos en riñon en Leishmania braziliensis y 
Leishmania donovani y parásitos en Leishmania braziliensis en médula ósea. 

El hámster dorado es un buen modelo animal dada su alta susceptabilidad a las 3 cepas 
trabajadas dando además un patrón de comportamiento histológico muy similar al que describe 
Magalhaes (1986) en donde clasifica varios patrones histopatológicos de leishmaniasis 
tegumentaria en humanos. 

La utilización de la tinción policrómica modificada de Whipf 
como una técnica confirmativa para demostrar la presencia de los parásitos cuando se obtenían 
resultados dudosos con la tinción HE resulto ser de trascedental importancia. 
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CONCLUSIONES. 

l.- Las tres especies presentaron visceralización, siendo más evidente en L. donovani chagasi. 

2.- Dentro de las alteraciones observadas en, los animales infectados con l. (viannia) braziliensis 
presentaron con mayor frecuencia adelgazamiento y alopecia. 

3.- A partir de la cuarta semana, en los tres lotes de animales, se presentó inflamación y 
enrojecimiento en las patas traseras con evolución progresiva, sin llegar a las lesiones ulcerativas 
y en las otras regiones de inoculación (nariz y costados) no hubo cambios aparentes. 

4.- Al microscopio, se observó invasividad temprana a vísceras, sin diseminación a piel sana. 
Los hámsters inoculados con L. braz.iliensis braz.iliensis 8va. Semana fueron los primeros en 
visceralizar la infección. La observacion de parásitos en los sitios de inoculacion fue más 
temprana en L. braziliensis. Las formas parasitarias de L. donovani aparecieron en los cortes 
histológicos hasta la décima semana tabla 8. 

Los primeros cambios macroscópicos se evidenciaron en los animales inoculados con L. 
(viannia) braziliensis. 

S.- El hallazgo histológico constante fue la presencia de infiltrado histolinfocitario, de aparición 
temprana en los tres lotes de hámsters y persistente a lo largo del estudio. 

6.- La observación de granulomas se dio de manera irregular durante el estudio, en el caso de 
L. (viannia) braziliensis este hallazgo fue más frecuente. Solo en los animales infectados con L. 
donovani chagasi se presentaron zonas de necrosis. 

7.- La técnica policrómica modificada de Whipf detectó, con mayor sensibilidad, la presencia 
de parásitos en cortes histológicos que la tradicional tincion de HE. 

8.- La utilización de medios de cultivo para la confirmación de la presencia de parásitoss 
viables, permitio el aislamiento de las tres especies de leishmanias a partir de muestras de 
higado, riñon y bazo. Fue posible, tambien aislar L. brazi/iensis de médula ósea, piel del sitio 
de inoculación y nariz. 

9.- El hámster dorado utilizado en este trabajo, se considera el modelo animal de elección dado 
su alto grado de susceptibilidad a las tres especies de leishmania estudiadas. 
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ANEXOS. 

Anexo l. 

Tinción Policrómica Whipf modificada. 

Preparación de reactivos: 

Hematoxilina férrica modificada de ·Whipf. 
Hematoxilina certificada ............ 0.50 g. 
Sulfato férrico amonio ............. 0.75 g. 
Hi804 0.6N (acuoso) ....•.•...•... ..... 50 mi. 
Etanol al 95% .• ••. •••. .••.•••••• ...•. 50ml. 

Se disuelve la hematoxilina en alcohol. Se tritura el sulfato férrico amonio y se disuelve en 
H2S04 0.6 N con un calentamiento suave, cuando esté fijo se combinan las soluciones. Deje 
reposar la noche, agite y filtre use después de 3 a 5 días para mejores resultados. 

Solución escarlata de Biebrich~range G 

Escarlata de Biebrich ... ....••.. 0.25 g. 
Orange G ............•..••....••• 0.25 g. 
Acido fosfomolíbdico ...•........ 0.50 g. 
Acido fosfotúngstico ........... 0.50 g. 
Acido acético (acuoso) ........... 100 mi. 

Disuelva el ácido fosfomolíbdico y el ácido fosfotúngstico en 50 mi de ácido acético al 1 % . La 
solución de escarlata de Biebrich - orange G en los otros 50 ml Cuando esten completamente 
disueltos combine las soluciones y filtre. El ácido acético al 1 % recmplu.a el solvente de 1: 1 
de agua destilada en etanol al 95% de la fórmula original. 

Solución azúl de picroanilina . 

Azúl de anilina ........... .. .. ... 0.10 g. 
Acido pícrico saturado (acuoso) ... 100 mi. 

Use menos de 1.5 gr de ácido pícrico por 100 mi de agua destilada disuelva el azul de anilina 
y deje reposar de 24 a 48 hrs. para asegurar la saturación. 

Procedimientos : 

1.- Desparafine los cortes lleve a etanol absoluto. 
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2.- Mordente los cortes toda la noche en alcohol pícrico para 
mejores resultados (ácido pícrico al 6% en alcohol al 95%) 
enjuague y mantengalo en agua hasta que el color amarillo 
desaparezca de los tejidos. 

3.- Deshidrate en alcohol al 75% por 2 minutos. 

4.- Coloree con hematoxilina whipfs modificada de 5- lO·min. 
siga con agua destilada enjuagando 2 minutos. 

S.- Tiña con sulución escarlata de Briebrich-orange G por 10 
minutos. 

6.- Diferencie escarlata de Briebrich en alcohol 50% por 10 seg. 

7.- Coloree con azúl de picroanilina por 1-3 minutos, enjuague con 
agua destilada un minuto. 

8.- LLeve alcohol absoluto con 0.05% de ácido ácetico por un 
minuto. 

9.- Deshidrate con etanol absoluto y xileno. 

10.- Monte con resina sintética 
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ANEX0#2 

TINCION DE HEMATOXILINA Y EOSINA 

1.- Desparafinar dos veces con xilol por 5 minutos. 

2.- Hidratar con alcoholes 96,80,70 5 minutos cada uno. 

3.- T~ñi~ hematoxilina de Harris 7 minutos. 

4.- Virar en agua de la llave. 

S.- Deshidratar con alcoholes SO y 70 por 3 minutos cada uno. 

6.- Teñir con eosina alcohólica de 1-3 minutos. 

7.- Des~idratar con alcoholes de 96 (dos cambios) y absoluto, 
durante S minutos cada alcohol y pasar a absoluto. 

8.- Aclare en xilol con dos cambios de 10 minutos cada uno. 
Montar con bálsamo de Cánada. 

PREP ARACION DE COLORANTES 

- Hematoxilina de Harris 

Hematoxilina (MERK) 
Oxido rojo de mercurio 
Sulfato de aluminio y amonio 
o potasio (alumbre) 
Alcohol ett1ico absoluto 
Agua destilada 

- Eosina alcohólica 

Eosina azulosa 
Oran ge 
Alcohol de 70 

1.0 gr 
O.S gr 

20.0 gr 
10.0 ce 

200.0 ce 

1.0 gr 
1.0 gr 
100.0 ce 

Se mezcla todo en frío y se filtra. Filtrar cada vez que se usa. 
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ANEXO# 3 

MEDIO RPMI (1640) 

- En el caso de que el medio esté liofilizado se hidrata 
ml. 

- Filtrar y envasar. 

- AJ momento de usar: 

A) Agregar bicarbonato de sodio (2 gr por litro). 

B) Corregir pH a 7.2. 

C) Glutamina (si el RPMI inicial no lo tiene) 0.2 ml. 

D) 1 mi de una solución, 2 milimolar por 100 ml de medio 

E) Suero fetal bovino (previamente descoplementado a 56ºC por 
30 minutos) 

F) Gentamicina 1 O µU 100 mi en medio 

con agua desionizada l 00 

Una vez preparado el medio, de nuevo se filtra en Buchner con membranas de 0.45 µ 
desechables y se vacia en las cajas de cultivos celular. 
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ANEXOl4 

Medio de mantenimiento para leishmanias. 

- Fase sólida: 

Agar nutritivo 
Agua destilada 

23 g. 
1000 mi. 

Sangre desfibrinada de conejo 15% 

- Fase líquida: 

BHI (Infusión Cerebro-Corazón) 
Agua destilada 

Se esteriliza a 120 lb por 15 min. 

37 g. 
1000 mi. 

Al momento de usar se agrega suero fetal bovino (3%). 

SOLUCIONES: 

-Solución salina isotónica (SSI) 0.85% 

NaC12 8.5 g. 
Agua destilada 1000 mi. 
Se esteriliza a 120 libras por 15 minutos. 
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ANEXOS 

- Formol neutro amortiguado al 10% 

Agua destilada 900 mi. 
NaH2P04 (anhfdro) 3.5 g. 
Na2HP04 (anhfdro) 6.5 g. 
Formol comercial al 40% 100 mi. 

Si las sales están hidratadas las cantidades respectivas son: 

NaH2P04 4.02 g. 
Na2HP04 16.37 gil 
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