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RESUMEN.

CARACTERIZACION BIOLOGICA DE TRES ESPECIES DE LEIHSMANIA EN HAMSTER
DORADO, MARGARITA VARGAS OLMOS.

Se han desarrollado algunos modelos animales en leishmaniasis experimental tanto visceral
como tegumentaria con la intencién 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 utilizacién del hdmster 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 realiz6 un estudio comparativo en la inoculacién a hdmster dorados de tres especies del
género leishmania: L. donovani chagasi, L. mexicana mexicana y L. v. braziliensis braziliensis
por via subcutdnea con 2.5 10 6 amastigotes/ml formando tres lotes con seis himsters cada uno
y dos organismos testigos, realizando evaluaciones semanales de los cambios macroscépicos que
pudieran encontrarse en el tegumento de los animales asi como su estado de salud general
tomando mayor atencién al adelgazamiento, alopecia, posibles lesiones, forma y aspecto de
éstas. A la sexta semana de incubacién se sacrificé un organismo de cada lote con uno de los
testigos y periédicamente cada dos semanas se siguieron sacrificando uno de cada lote . La
infeccién experimental duro 16 semanas y en la dltima semana se sacrifico el segundo testigo.

Se obtuvieron muestras de bazo, higado, colon, rifién, médula 6sea, lesiones cutdneas, nariz y
piel sana; se les realizé la técnica de rutina de histopatologfa para incluirlas en parafina, una vez
obtenidos los cortes se tifieron con HE, en los casos en los que el resultado era dudoso se
empleo la técnica policrémica de Whiph modificada.

Se concluye que al inocular himsters dorados por via subcutdnea con las diferentes especies de
leishmania se desarrollan lesiones no ulcerativas de evolucién progresiva con invasividad
temprana a visceras.

Por lo que se considera al hdmster 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 paré4sitos intracelulares obligados del
género Leishmania pertenecientes a la familia de los tripanosomatidos. Se transmiten por la
picadura de pequenos dipteros de la familia Psicodidae a humanos y mamfferos domésticos y
silvestres. Estos hemoflagelados infectan el Sistema Retfculo Endotelial (SRE) manifestandose,
de manera general, en el hombre de dos formas clinicas diferentes: la visceral y la tegumentaria
quienes, a su vez presentan diversas particularidades.

La Organizacién 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 piiblica, no solo por causar lesiones fisicas sino que involucra, ademds
graves consecuencias socioeconémicas y psicolégicas (OMS,1979).

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

Debido a la transformacién 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 €l mosco transmisor (Velasco, 1987).
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CUADRO 1

TRYPANOSOMATIDAE

|1 |

Crithidia Lep Herp Blastocrithidia  Leishman I Trypanosoma  Phytomonss  Endotrypanum
1
1
[ | | [ T 7 | |
L. donovani L. tropica L. major L. acthiopica L. mexicana ' L.braziliensis L.guyanensis
I ! ! N S
L archibaldi ,  L-ldllidd L. major Lsthicpics L. | L braziliensis | Designada | L. guy
L. chagasi L. tropica L gahami, | Nopaiogénicasalbombre | L peruviana | L. lainsoni | L.p
L donovu:i L.mexicana Viejo Mundo L. arabica A |
i i i L. gerbilli
L infaotum . Nowsilheds Lk
L. venezuelensis ' meii
I L. deanei
| L henigi |

Taxonomia de las Leishmanias

b ———— — 4

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



AGENTE ETIOLOGICO
Clasificacién (Kudo, 1986):

REINO: Protista Eucarionte, sistema genético mendeliano, recombinacién obligada en
cada generacién, fagocitosis y movilidad.

PHYLUM: Protozoa  Unicelulares, funciones y estructura de las célula animal.

SUBPHYLUM: Plasmodroma Con pseudépodos o flagelos, estructura sencilla, tnico tipo de
nicleo. reproducci6n asexual por fisién binaria longitudinal.

CLASE: Mastigophora Uno a varios flagelos. Nutricién holozoica, endopardsitos.

SUBCLASE: Zoomastigia Sin cromatéforos. Un solo nicleo de estructura vesicular.
Organelos caracterfsticos tales como el cuerpo parabasal y el axostilo.

ORDEN: Protomomadida Uno a dos flagelos, la mayorfa pardsitos sin membrana exterior
definida.

FAMILIA: Tripanosomatidae Cuerpo caracterfsticos semejante a una hoja, un solo micleo y
blefaroplasto del cual se origina un flagelo que forma el margen exterior de la membrana
ondulante, la cual se extiende a lo largo de un lado del cuerpo. Todos pardsitos.

GENERO:  Leishmania  En el huésped vertebrado la forma es ovoide, con un nicleo y
blefaroplasto, 2-5 u de didmetro, vacuolas, pardsitos intracelulares del sistema reticulo
endotelial, parasitan en el intestino de insectos succionadores de sangre, el organismo se
desarrolla transformdndose en forma de promastigote. (Kudo, 1986).

Desde 1974, Lainson y Shaw publicaron un estudio sobre las leishmaniasis en el hemisferio
occidental, agrupando las diversas especies de leishmanias en "complejos”, haciendo desaparecer
como tnico factor taxonémico el cuadro clinico causado en el humano y basindose en otros tan
diversos como el comportamiento del pardsito en los vectores, en su habitat dentro de ellos, as{
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).

Segin estos criterios, en América existen los complejos L. mexicana, L. braziliensis como
causantes de leishmaniasis tegumentarias y el complejo L. donovani para organismos causantes
de la leishmaniasis visceral. :



Los representantes de estos complejos detectados en nuestro

pais son:

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

L. mexicana mexicana ocasiona leishmaniasis cutdnea localizada y diseminada (LCD) y la forma
mucocutdnea (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 pfloro y la 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 la identificacién presuntiva es basada en las caracteristicas extrinsecas por
ejemplo manifestaciones clinicas y caracteristicas en cultivo; pero la identificacién definitiva de
los niveles de especie es usualmente hecha por métodos bioquimicos compardndolos con cepas
de referencia establecidas.

En la identificacién infraespecifica los métodos usados son: serodemos, zimodemos,
esquizodemos; dando resultados de uso préctico en la epidemiologfa descriptiva, permitiendo el
agrupar los pardsitos dentro de sus jerarqufas, sugiriendo asf las relaciones evolutivas.
(OMS, 1990)



CICLO BIOLOGICO.
1. Morfologia.

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

En el hombre y en los mamiferos infestados, los pardsitos estdn bajo la forma de amastigote.

Estas leishmanias estdn en las células histiocitarias .Son células ovoides de 2 a 6 my, provistas
de un niicleo con cariosona central y un blefaroplasto que representa el aparato flagelar. La
coloracién de Giemsa tifie el citoplasma de color azul y el niicleo y el blefaroplasto de rojo, en
el vector (flebotomo) y en el cultivo, las leishmanias se presentan en forma de promastigote,
libres, alargadas y méviles gracias a un flagelo anterior (Lainson 1982, Beltrdn 1942).

2. Vectores.

Las leishmanias son transmitidas por la picadura de los flebotomos, pequefias moscas de 2 a 3
mm con el cuerpo y las alas cubiertas de sedas (fig.2). Abundan todo el afio 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 transmisién de las leishmanias.

Se reconocen 5 géneros de flebotomos: Phlebotomus, Seargentomya, Luizomyia, Warileya y
Brumptomia. Dos de ellas solamente son reconocidas como vectores de la leishmaniasis: en el
viejo mundo, el género Phlebotomus y en el nuevo mundo el género Luszomyia. Existe duda
respecto al género Warileya (cuadro 1).

El género Lutzomyia tiene dos subgéneros vectores de la enfermedad: Nissomyia y
Psichodopygus con varias especies. Lurzomia 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 mucocutdnea y cutdneas (Lainson 1982).

En México solo se ha comprobado la transmisién de leishmania por Lutzomyia. (Nissomyia)
olmeca el cual es predominantemente antropofilico. (Biagi 1965, Disney 1968). Por otro lado,
se cree que Lurzomyia longipalpis puede ser la transmisora del Kala-azar en la Cuenca del
Balsas, Lutzomyia diabolica transmisora de las formas cutdneas en el norte del pais y Lurzomyia
cruciata vector de la leishmaniasis en Oaxaca y la Chontalpa Tabasquefia (Diaz-Najera 1971,
Ibdniez-Bernal 1991, Velasco-Castrején et al 1991) (cuadro 2). (Velasco-Castrején 1991).



reproduccion en el
intestino medio

FIGURA 1 Ciclo de vida de las Leishmanias

Se muestra un diagrama esquematico del ciclo vital de 1a leishmania. En el ser humano, la infeccion
comienza cuando el promastigote es inyectado en la piel (1). De esta forma penetra an al fagocito
mononuclear (2), se convierte en amastigote y se multiplica (3). Se liberan mas 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 transformacion en la forma promastigote (5) tiene lugar
la reproduccion en el intestino medio del insecto (6). Desde alli los promastigotes migran hacia la
proboscide (7) para completar el ciclo.



ESPECIE TIPO DE LEISHMANIASIS REGION
Lutzomyia olmeca * Cuténea Peninsula de Yucatin
Lutzomyia longipalpis Kala-azar Cuenca de Baisas
Lutzomyia cruziata Cuténea Oaxaca
Lutzomyia dfabofi&a Cuténea Noroeste de México

* UNICO VECTOR COMPROBADO

CUADRO 2

LUTZOMYIAS MEXICANAS IDENTIFICADAS




GENERO - SUBGENERO PARASITO TRANSMITIDO
Lutzomyia Lutzomyia verrucanum L. peruviana
peruana L. peruviana
nufiez-tovari L.braziliensis
ssp anglesi
longipalpis L. chagasi (o infantum)
Nyssomyia flaviscutellata L. mexicana amazonensis
olmeca L. mexicana mexicana
trapidoi L. braziliensis panamensis
ylephicator L. braziliensis panamensis
umbratilis L. braziliensis guyanensis
Psychodopygus | Psychodopygus |wellccmei
yucumensis L. braziliensis braziliensis
llanomartinsi

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




3. Transmisién del pardsito por los flebotomos.

Es en el momento de la ingestién de sangre de un animal o del hombre infectado, cuando el
flebotomo absorbe al parédsito. Las leishmanias amastigotas se transforman en el intestino del
flebotomo en promastigotes y se multiplican, llegando enseguida a las partes bucales. La
duracién del ciclo en el flebotomo es de 4 a 7 dias segiin la temperatura ambiente. Asf, el mosco
puede ahora transmitir el pardsito a otro animal o al hombre.

Los flebotomos infectados tienen dificultad de absorber su alimento sanguineo, lo cual puede ser
un factor de multiplicaci6n de las picaduras y entonces un factor de aumento de la transmisién. -
Esta es limitada por la cantidad intrfnseca 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 regién dada una especie de leishmania
es ficilmente mantenida por un solo huésped reservorio, sin importar si otros mamiferos pueden
ocasionalmente encontrarse infestados. Los animales salvajes no presentan generalmente los
sintomas clinicos viscerales.

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

En Meéxico se han encontrado los siguientes reservorios para L. mexicana: Ototylomis,
Heteromys, Nyctomys y Sigmodon (Lainson 1982). Se aislé de un tején (Nassua narica) una
leishmania que por su comportamiento en cultivo y la resistencia al tratamiento con antimoniales
hace sospechar de una infeccién por L. braziliensis, también se ha confirmado la presencia del
pardsito en el perro (Canis familiaris) en el estado de Oaxaca (Cuadro 5).

5. Accién de los agentes fisicoquimicos.

Las leishmanias en los cultivos se desarrollan a una temperatura comprendida entre los 16°C y
28°C siendo la 6ptima de 22°C, pueden mantenerse vivas hasta las temperaturas extremas de
5°C y 44°C por tiempos cortos. La luz solar parece no dafiarlas, en cambio la luz ultravioleta
después de una exposicion de 40 minutos, es mortal. La solucién de carbonato de sodio al 1%
y el 4cido clorhfdrico al 0.5% matan a las leishmanias en cultivo.
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S ARABITOS

L. chagasil. infantum

F

VISCERAL

L. mexicana

L. mexicana

L. pifanoi

L. amazonensis
L. peruviana

Roedores, marsupiales

Perros

Canidos salvajes LEISHMANIASIS
LEISHMANIASIS CUTANEA
L. braziliensis
L. braziliensis Paca (roedor),perro -Espundia
L. guyanensis Oso hormiguero, perezosos, roedores |-Pian Bosque
L. panamensis Perezosos, monos -Leishmaniasis cutaneas

-Ulcera de los chicleros
-Formas cutaneas difusas
-Formas cutaneas difusas
-Uta

CUADRO4 Principales reservorios animales y formas clinicas de las Leishmaniasis en
América Latina (Brooke, 1984)




ANIMAL LOCALIZACION

Roedores Bélice y posiblemente Peninsula de
Yucatén
Perro doméstico (Canis familiaris) Xalahul, Oax. (Velasco)
Tejon (Nassua narica) Chiapas (Velasco y Lebrija)

CUADRO 5

POSIBLES RESERVORIOS DE LEISHMANIASIS CUTANEAS EN MEXICO

11



DISTRIBUCION GEOGRAFICA.

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

Las leishmaniasis tegumentarias son de distribucién cosmopolita, a excepcién de Australia. En
Africa se encuentra el bot6n de oriente en la regién norte. Asi como en Africa occidental,
ecuatorial, Nigeria y Egipto, en Asia desde el sureste de la URSS, la Peninsula del Indostdn y
Medio Oriente. En Europa se distribuye en las costas e islas del Mediterrdneo (Espaia, Italia,
Grecia, Bulgaria, Rumania asi como un pequefio 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 norte de Argentina y Paraguay a excepcién de Chile y Uruguay (Walton 1987).

Respecto al Kala-azar, éste se distribuye en la cuenca del Mediterrdneo en Africa, algunas
regiones de Asia y en pequefios focos en México (Bdez-Villasefior 1952), Guatemala, El
Salvador, Colombia, Venezuela y Paraguay. En Brazil, principalmente en la regién noreste,
constituye un verdadero problema en salud piblica (Zajtchuk 1989)(Fig.3).

En América coexisten complejos de leishmania que causan enfermedades al hombre L. mexicana
y L. braziliensis, asi como L. peruviana que aunque encajada en el complejo braziliensis es
considerada independiente, m4s que nada en base a su singular epidemiologia, ya que es el tnico
agente etiol6gico de leishmaniasis en el hemisferio occidental, no relacionado con la selva, ni
con reservorios silvestres, de los cuales nunca se han aislado los pardsitos. L. peruviana causa
la "uta” que ocurre en las dridas 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 ecolégicamente se parece a la anterior (Scorza 1979).

En México existen todas las formas clinicas de las leishmaniasis: la forma visceral (Velasco
1987), la leishmaniasis mucocutdnea o espundia (Velasco 1990) y las leishmaniasis tegumentarias
(ilcera de los chicleros o leishmaniasis cutdnea localizada (LCL), leishmaniasis cutdnea
diseminada (LCD) y leishmaniasis cutinea esporotriciforme).

Las leishmaniasis tegumentarias se distribuyen desde la franja fronteriza de Coahuila y
Tamaulipas con los Estados Unidos (Shaw 1976, Walton1987), hasta la frontera de Guatemala
y Belice afectando al menos 15 entidades federativas: Coahuila, Nuevo Le6n, Tamaulipas, San
Luis Potosf, Veracruz, Tabasco, Campeche,



Figura # 3
DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LAS LEISHMANIASIS
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Yucatin, Quintana Roo, Chiapas, Oaxaca, Morelos, Michoacdn, Jalisco, y Nayarit. (Velasco,
1987)(Fig.4).

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

Estas caracterfsticas ecol6gicas favorables para el desarrollo de las diversas formas clinicas de
leishmaniasis tegumentarias parecen derivar de la destruccién de la primitiva vegetacion: selva
perennifolia y pastizales, por la sustitucién a una selva doméstica.

Respecto al Kala-azar o leishmaniasis visceral se distribuye desde la cuenca del Rio Balsas
comprendiendo porciones de Puebla, Guerrero, Morelos, Oaxaca y Michoacédn. (Velasco 1984
Aguirre 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,
esporddica o epidémica. Las manifestaciones clinicas suelen diferir segin se trate de una u otra
de estas tres situaciones (cuadro 6).

En la leishmaniasis mucocutdnea las lesiones primarias pueden ser semejantes a LC de otros
pafses con propagacién metastdsica a la mucosa oronasal-farfngea durante la presencia de la
lesi6n primaria o hasta treinta afios después. La ulceracién y la erosién destruyen
progresivamente el tejido blando y el cartflago de la mucosa oronasal faringea hinchdndose 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 infeccién secundaria. A diferencia de la LC las lesiones
no curan espontdneamente, son destructivas y llegan a alterar la fonacién y la deglucién. El
sufrimiento y la mutilacién son notables y la muerte se produce por bronooneumonfa o mal
nutricién. El tratamiento especifico presenta resistencia.

Las manifestaciones clinicas de la leishmaniasis cutdnea suele diferir segiin las regiones e incluso
en una misma regién, dependiendo de las diferentes especies de pardsitos o del ciclo zoonético
y también quizé de la respuesta del paciente determinada por factores genéticos (cuadros 7 y 8).
En México se presentan la forma localizada la diseminada y una manifestacién intermedia
denominada esporotriciforme:

La leishmaniasis cutdnea localizada (LCL) o tlcera de los chicleros se caracteriza habitualmente
por una ulceracién pequefia y inica, aunque puede ser grande y muiiltiple. La ulceracién es
generalmente redondeada, de bordes indurados, fondo limpio e indolora y aparece
aproximadamente 15 o 20 dias después de la picadura infectante. Al principio es un pequefio
nédulo, pruriginoso, que evoluciona hacia la ulceracién, aunque algunas veces la lesién continua
siempre nodular y se transforma en una placa infiltrada o atréfica e inclusive se vuelve
vegetante. La LCL tiende a la curacién espontdnea en 6 meses a 2 afos, excepto cuando se
localiza en orejas, donde es crénica y mutilante o si es causada por L. braziliensis que origina
lilceras muy persistentes y mds resistentes al tratamiento con antimoniales.

Leishmaniasis cutdnea diseminada. Puede iniciarse con nddulos no ulcerativos distribuidos a lo
largo de via linfitica simulando una esporotricosis. Invade lentamente todo el tegumento con
excepcidn de regiones pilosas,genitales palmas de las manos y plantas de los pies, invade
también mucosas orofaringea y nasal. Se presenta anergia especffica.



Formas clinicas de la Leishmaniasis visceral (L.V.)

Forma clinica

Especie Distribucién Caracteristicas

Leishmaniasis

L.donovani |Mediterraneo, Asia |Afecta nifios; incuba de dias a mas de un afio.

Visceral Sudoriental, 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.

Leishmaniasis |L.donovani |Personas no Incuba entre 3 semanas y 2 afios después; fiebre,

Visceral nativas perdida de peso rapido, puede traer complicaciones

Esporadica raras como anemias muy agudas.

LVEY

Leishmaniasis |L.donovani |Son susceptibles |Oscurecimiento de cara, manos, pies y abdomen,

Visceral todas las edades. |fiebre, edemas y demas sintomas de la L.V.E.

Epidémica

LVE.P

Leishmaniasis
Démmica o
Poskala-azar

L. donovani |Subcontinente Se manifiesta varios afios despus de curada la L.V.
Indio Infitraciones crénicas multiples en la piel sin
ulceraciones.

CUADRO 6 (OMS,1984)
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Leishmaniasis cutinea del viejo mundo (L.C.V.M.)
FORMA CLINICA ESPECIE DISTRIBUCION CARACTERISTICAS PRINCIPALES
Botén de Oriente  |L. tropica Africa y cuenca del Lesién clasica comienza en forma de
L. mayor Mediterrdneo Nnbdulo en el lugar de inoculaci6n en el
L. aethiopica centro se forma costra que al
L. donovani desprenderse deja Glcera que cura
gradualmente dejando cicatriz hundida
con pigmento alterado; n6édulos
secundarios en el borde de la lesién.
Leishmaniasis L. tropica Etiopia, Kenia Lesién de progresién lenta y desfigurante
recurrente generaimente en la cara caracterista por
; cicatriz con actividad periférica.
|Leishmaniasis L. tropica Ulceracion indolora de la piel con
Cuténea frecuentes cicatrices desfigurantes. Las
Antroponética o Ulceras secas suelen curar en un afio 0
Urbana més; incuba de 2 a 8 meses.
Leishmaniasis L. mavor Incuban en menos de 4 meses con
Cutanea, lesiones indoloras que a menudo se
Zoonética o Rural inflaman y ulceran, con frecuencia las
lesiones son multiples.
Lesihmaniasis L. aethiopica |Etiopia 3 tipos de lesiones:
Cuténea Furinculo oriental
L. mucocutdnea
L. difusa
Ulceras de evolucién lenta curade 1a 3
afios.
Leishmaniasis L. aethiopica |Sudan Evolucién lenta en ulceracién de mucosa
Mucocutinea L. donovani Etiopia bucal.
La lesi6n primaria se manifiesta como
LM.C.

CUADRO 7 (OMS,1984)
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PATOLOGIA.

En el hombre la leishmania se presenta en forma de pardsitos intracelulares denominados
amastigotes (figura 1), que se multiplican en macréfagos y otros fagocitos del sistema reticulo
endotelial. Aunque se han observado diversas manifestaciones de las infecciones producidas por
leishmania, todas las variedades clinicas y geogréficas de la enfermedad tienen una caracteristica
histol6gica comiin: la acumulacién temprana de células fagocfticas mononucleares (o hiperplasia)
en los tejidos invadidos (Zajtchuk,1989).

Las especies dermotrépicas producen un histiocitoma inicial

en la piel mientras que en las especies viscerotrépicas inducen hiperplasia de las células
reticuloendoteliales en los érganos afectados. Las alteraciones patolégicas que caracterizan las
diversas formas clinicas de la enfermedad reflejan el equilibrio entre la multiplicacién de los
parésitos, los cambios degenerativos resultantes y la respuesta inmunitaria del paciente.

En el siguiente cuadro se observan las diferencias patolégicas entre las diversas formas clinicas.
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FORMA CLINICA

PATOLOGIA

Leishmaniasis Visceral

Hiperplasia reticuloendotelial, afecta bazo, higado,
mucosa del intestino delgado, médula éseay
nédulos linfaticos; ocasionando atrofias en zonas
paracorticales; granulocitopenia y anemia. En fase
avanzada son frecuentes infecciones oportunistas
como neumonias y disenterias.

Leishmaniasis Dermica Poskala-azar

Infiltracién histiocftica, edema. proliferacion de
capilares y numerosos parasitos en las formas
eritematosas.

Leishmaniasis Cutdnea sin complicaciones

Respuesta celular inmunitaria. Macréfagos
parasitados, algunos vacuolados. Aumento
progresivo del infiltrado de linfocitos y plasmocitos
en el transcurso de la enfermedad.

Respuesta histica. Durante la destruccién de
pardsitos se dan los siguientes sucesos: edema en
la dermis, fibrosis, necrosis de colageno,
hiperplasia pseudoepiteliomatosa, puede ocasionar
vasculitis.

Leishmanisis Cutdnea Diseminada Ausencia de inmunidad celular y gran cantidad de
macréfagos parasitados sin necrosis ni ulceracién.
En caso de recaida postratamiento presenta
hipersensibilidad celular adquirida.

Leishmaniasis Recumrente Infiltrado linfocftico abundante, necrosis fibrinoide

poco frecuente, no caseinifica pocos parasitos en
las lesiones.

Leishmaniasis Mucocutdnea del Nuevo Mundo

Macréfagos con escasos parésitos.

Infiltracién celular inespecifica asociada a
ulceraciones inducidas sin necrosis de macréfagos.
Lesiones inician en piel seguidas de afectaciones a
mucosas. Puede haber necrosis de colageno con
alteracion fibrinoide y vasculitis. Mucosa nasal
profunda con amastigotes en epitelio vascular
profiferante, asociados con abundante inflitrado
celular perivascular y licuefaccién de cartilago.

CUADRO 8

PATOLOGIA DE LAS LEISHMANIASIS
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RELACION HUESPED/PARASITO.

Se dispone de escasa informacion acerca de la relacion huésped pardsito en el hombre. Poco se
sabe del proceso que sigue a la inoculacién de promastigotes, el cual tal vez sea de suma
importancia para el resultado final de la infeccién.

Dentro de los macréfagos huésped, los amastigotes estdn protegidos contra los anticuerpos y
cualesquiera sustancias circulantes que podrian danar al pardsito. La supervivencia del parésito
en el huésped tiene que depender, por tanto de la capacidad del microorganismo para
incorporarse a esas células (Monroy, 1986). Sin embargo, la biisqueda de un organelo especifico
que facilitard la invasién activa de las células ha resultado hasta ahora infructuosa, siendo
problable que leishmania sea asimilada por simple fagocitosis. Se ha demostrado la unién de
fagosomas que contienen pardsitos con lisosomas. Este fenémeno no parece dafiar a los pardsitos
que se multiplican en los fagolisosomas. La fagocitosis in vitro de leishmania en macréfagds
incrementa la absorcién de oxigeno y genera metabolitos téxicos del oxigeno, con el peréxido
de hidrégeno. Los promastigotes son sensibles a esos compuestos y se supone que in vitro son
destruidos por esos metabolitos en los macréfagos.

La produccién de compuestos téxicos aumenta considerablemente en los macréfagos activados
que son capaces, en condiciones especiales in vitro, de matar al pardsito en su estadio de
amastigote. Esta capacidad parasiticida parece ser no obstante, una predisposicién genética del
macréfago y depende ademds del tipo de pardsito involucrado.

No se dispone de datos sobre resistencia genética ni susceptibilidad racial en el hombre, si bien
se ha observado que la LCM produce sintomas 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 relacién con el hombre es muy antigua.

Casi nada se sabe de las caracterfsticas del pardsito 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 caracteristicas 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 varia con el tipo de enfermedad. En el siguiente cuadro selas

- principales caracteristicas inmunolégicas de las diversas infecciones de Leishmaniasis en el
hombre (Cuadro 9).
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| &4

Respuesta Inmunitaria

Especie de Leishmania Eng‘::\::ad T:t:::: Ziitf,;l:?daad Ankousrpos e:oal?s?gr?:s cur::irg'ue::;:tlé:ea

L. tropica LC presente - variables presentes si
LR intensa variables escasos no

L. major LC presente presentes presentas rapida

L. aethiopica LC débil variables presentes lenta
LCD ausente variables abundantes no

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

CUADRO 9 Principales caracteristicas inmunoldgicas de las infecciones de Leishmaniasis en el hombre. (OMS, 1984)

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



ANTECEDENTES

A pocos aiios de haberse descubierto el agente causal del Kala-azar (Donovan 1903, Leishman
1904) se iniciaron infecciones experimentales en perros (Nicolle 1908) y en roedores (Laveran
1912, Row 1914). Durante los afios 20's y 30’s se realizaron amplios estudios en animales de
laboratorio convencionales. Algunos afios més tarde las publicaciones de Adler, Shortt y muchos
otros permitieron entender la histopatologia, epidemiologfa y la patogénesis de la leishmaniasis
visceral. Por otro lado el descubrimiento de la infeccidén natural en el cobayo, sumado a los
animales de experimentacién’ ya utilizados (Medina 1946) ha contribuido al conocimiento de
como ocurre la enfermedad de manera general.

Durante los afios 50’s se establecen estudios experimentales, clinicos y epidemiolégicos donde
la leishmaniasis representa una coleccién de enfermedades cuyo agente etiolgico es un
protozoario del género Leishmania, pero que difieren significativamente en su patogenia.

La unica forma de leishmaniasis que no ha podido ser reproducida experimentalmente en
animales es la forma mucocutdnea,

Los trabajos de Adler, Stauber y Convit durante los 50’s y los 60’s ambos en el hombre y
animales experimentales llevan a la siguiente hipotesis: que la severidad de la leishmaniasis estd
directamente relacionada a la respuesta inmune adquirida del huesped.

Leishmaniasis visceral.
Los modelos animales mds utilizados en la actualidad son sin duda el hdmster y el ratén
infectados con Leishmania donovani.

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

A cerca de los tlacuaches (Didelphis 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
patologfas y se ha encontrado, que solo los monos aulladores (Aotus trivirgatus) y los monos
ardilla (Saimiri sciurea) son susceptibles a Leishmania donovani (Champan 1981, Denniss 1985,
Broderson J. R. 1986.)

La infeccién de hdmsters con L. donovani ha sido usada para demostrar las diferencias infectivas
entre los promastigotes y los amastigotes, inoculados por la misma via (Keithly 1976).



El trabajo de Stauber (1958) demostr6 que la via de inoculacién intravenosa con Leishmania
donovani en hdmster resulté fatal, infectando principalmente higado bazo y médula ésea, a
diferencia de la via subcutdnea que da una sobrevida de més de un afo. Ademds se demostré
la relacién 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 infeccién con L. donovani en varias cepas de ratén (Bradley 1979,
Blackwell 1980), demostrando que la resistencia natural a L. donovani estd bajo el control de
un gene que se encuentra lejos del complejo mayor de histocompatibilidad.

Leishmaniasis cutdnea:

La mayor proporcién de nuestros conocimientos sobre los mecanismos de defensa en el huésped
a la infeccién experimental de leishmaniasis ha sidos derivada de estudios sobre la forma
cutdnea.

Con raras excepciones han sido usados los hdmsters (Belehu 1976) en leishmaniasis cutdneas
experimentales, se ha involucrado la infeccién con ratén, con L. tropica o cobayo con L.
enriettii

Los trabajos extensos de Brayceson y colaboradores (Bryceson 1970,Bryceson 1974 y Bryceson
1972) demostraron que la infeccién de cobayos con L. enriertii provee un modelo ideal para
estudiar las relaciones en el curso clinico de la enfermedad y la respuesta inmunoldgica del

huésped.

Aunque la mayoria de trabajos experimentales de leishmaniasis han sido elaborados en el modelo
Leishmania enriettii en cobayos la enfermedad en otros roedores de experimentacién también se
han examinado.

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

Los trabajos de Miller y Twohy (1969) demostraron que los macr6fagos de ratén super
infectados pueden inhibir la multiplicacién de Leishmania donovani in vitro. Este fenémeno no
ha sido bien demostrado con Leishmania enrieitii ni con Leishmania tropica.



Realmente la relacién pardsito-célula huésped aparece al existir una leishmania patégena en un
huésped particular y puede sobrevivir en el macréfago de este animal pero no en el macréfago
de una especie resistente (Behin 1975).Recientemente la destruccién de leishmania patégena por
macréfagos de huéspedes susceptibles ha sido demostrado, pero esto involucra la exposicién
prolongada de los macréfagos a las linfocinas (Mauel 1978), la exposicién de los pardsitos al
suero inmune (Mauel 1975) o a la accién de otros factores solubles capaces de afectar las
funciones de los macréfagos (Handman 1979).

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

En 1958 Garnham y Lewis inocularon ratones blancos y hdmsters en cultivos con medio NNN
de aislados humanos; obteniendo por vfa subcuténea e intraesplénica la visceralizacién y por via
peritoneal obtuvieron resultados negativos. Ddvalos y Brisefio en 1968 realizaron la infeccién
experimental con cepas mexicanas de leishmaniasis cutdnea en ratones y hdmsters y encontraron
que por via intraperitoneal y subcutdnea se desarrollaron lesiones en ambos animales, en la
mayorifa visceralizacién; se presenté metastasis en diferentes partes del tegumento.

Una linea de macrdfagos de-ratén tolera un continuo y prolifero crecimiento intracelular de
Leishmania mexicana amazonensis donde los pardsitos intracelullares pueden ser aislados por
gradientes de centrifugacién. (Changkp, 1980).

Se estudio la inmunologfa y la histopatologfa de leishmania mexicana en ratones C3H y
encontraron que difiere de la cldsica leishmaniasis cutinea que cura por si misma por la
persistencia de lesiones no ulcerativas, no hialinas, y no metastdsicas. A pesar de presentar
evidencias de la inmunidad humoral y celular. (Grimaldi 1980).

En 1983 Barral y Sacks estudiaron en dos cepas de ratén (C57Bl/6 y Balb/c) el curso de
leishmaniasis metastdsica y encontraron que el desarrollo del padecimiento en ambas cepas fué
asociado a la depresién de la inmunidad celular monitoreada por la hipersensibilidad tardia in
vivo, lo cual les hace inferir que la leishmaiasis cutdnea diseminada y la espundia pueden ser
causadas por la misma cepa, y la expresién clinica en los ratones de manera individual es
determinada por la respuesta del huésped.
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Wilson (1979) propone que el inéculo por via intradérmica y el uso de amastigotes sean
condiciones estdndar para ia caracterizacién de leishmaniasis.

Al estudiar en hdmsters dorados el comportamiento de tres especies de leishmania (L. mexicana,
L. braziliensis y L. chagasi) inoculados por via subcutdnea se encontraron lesiones de evolucién
progresiva con invasién tardia a bazo e higado (Rezzano 1985).

También se ha estudiado el comportamiento de L. braziliensis en hdmster dorado bajo diferentes
condiciones experimentales y Travi (1988) observé que la reproductibilidad del, comportamiento
metastdsico de L. braziliensis en hdmster, bajo corticoesteroides; el resultado positivo es mds
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 pardsitos recuperados tuvieron un comportamiento en cultivo y en hdmster similar
a la cepa de L. ((viannia)) braziliensis de referencia (Goto 1990).



JUSTIFICACION

Algunos modelos experimentales han sido desarrollados con la intensién de reproducir la
enfermedad tal como ocurre en el hombre (Champman, 1981). Estos modelos han incluido tanto
la forma visceral como cutdnea, 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 histologfa de las lesiones de
leishmaniasis cutdnea y mucocutdnea durante la enfermedad humana y la infeccién 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 inoculacién en el hdmster dorado
como modelo experimental son escasos € incompletos.

A la fecha en México no se ha tenido experiencia en el manejo del hdmster como un modelo
animal de las leishmaniasis, (Poulter, 1983), este ha sido utilizado como herramienta de
aislamiento generalmente (Velasco-Biagi, 1967). En otros estudios se ha utilizado al perro (Canis
JSamiliaris) (Lebrija, Velasco, 1988) como modelo animal para la leishmaniasis cutdnea
(Velasco, 1988) y aunque se considera al perro como un reservorio para la Leishmania donovani
(Kirmse,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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OBIJETIVOS.
General.

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

Especfficos.

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

Comprobar la presencia de pardsitos en los tejidos mediante cultivos e histopatologfa.

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

Determinar el comportamiento histopatolégico que conforme a los hallazgos microscdpicos
presenten las diversas especies de leishmania en el hdmster dorado.



METODOLOGIA.
Animales.

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

Parésitos.
CEPA: MHOM/ARSS/LB2 (L. braziliensis braziliensis)

Aislada de un paciente masculino de 44 afios de edad de Salta, Argentina, enfermo de
leishmaniasis cutdnea con reaccion de Montenegro positivo, serologfa positiva, tipificacién
biolégica en Argentina por César Cuba C. corroboracién por el centro de referencia de la OMS
por la Dra. Mc Mahon-Pratts.

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

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 mdsculino de 36 afos, de Cunduacdin Tabasco México, enfermo de
leishmaniasis cutdnea diseminada con reaccién de Montenegro negativa, serologia positiva.
Tipificada por el Dr. R. Kreutzer y la Dra. Mc-Mahon Pratts.

Se realizé un estudio comparativo de tres especies del género Leishmania: L. donovani chagasi,
L. mexicana mexicana, y L. brazliensis braziliensis; pertenecientes al laboratorio de
tripanosomdtidos del departamento de Parasitologfa del INDRE.

Las cepas se han mantenido en pases sucesivos semanales en medios de cultivo con sangre
(Anexo 4). Se seleccioné un tubo de cada cepa y se sembré a cuatro tubos con medio de
mantenimiento, agregdndole suero fetal bovino (3%) y antibidtico (gentamicina 1%). Los
cultivos se revisaron cada semana al microscopio, en seco débil. Al obtener una poblacién de
pardsitos con gran movilidad y escasa formacién de parésitos en rosetas se procedié a realizar
un pase a un medio de proliferacién con el objeto de lograr una curva de crecimiento més alta
en un tiempo menor: tomando 1 ml de la fase liquida de medio, se sembré en una caja de cultivo
celular de 25 cc que contenia 5 ml de medio RPMI, (Anexo 4) incubdndose a 21°C (Campos
Neto 1982) y se revisé diariamente hasta obtener el pico de crecimiento en el cual se presentan
gran cantidad de promastigotes aislados con una minima proporcién (1 %) de formas agrupadas.
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La cosecha de pardsitos se efectuo centrifugando el contenido de cada caja de cultivo a 5000 rpm
a -10°C durante 25 minutos, agregdndole solucién salina isoténica estéril (SSI) al 0.85%
inmediatamente se hiz6 una observacién directa del sobrenandante, se resuspendi6 la pastilla en
SSI en proporcién de 10X. Se repiti6 la centrifugacién con los lavados hasta obtener un
sobrenadante transparente y un botén blanco. Se agregé un volumen conocido de (5X) a la
pastilla y se realizé el conteo en cdmara de Neubauer; se efectuaron diluciones (1:10 hasta
1:1000) para ajustar la cantidad del in6culo de 2.5 X 10° par4sitos /ml, promediando las lecturas
de tres conteos a la misma dilucién (Wilson 1987, Berens 1976, Grimaldi 1980, Wilson 1979,
Hart 1981).

Se formaron tres lotes con 6 hdmsters cada uno, un lote por cada especie y dos organismos
testigos mantenidos todos en las mismas condiciones de laboratorio. Los organismos se
numeraron mediante la coloracién del pelo con 4cido picrico; con el propésito de identificarlos
de manera individual durante todo el tiempo de estudio. Se inoculé por via subcutinea
inyectando 0.1 ml de la suspensién de pardsitos ajustada a 2.5 X 10° pardsitos/ml en cada una
de las regiones de inoculacién: cojinetes plantares de patas posteriores, narfz y ambos costados
de la regién abdominal.

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

Se llevé semanalmente una evaluacién de cada organismo, registrdndo el peso y las alteraciones
macroscdpicas que fuesen apareciendo, tomando en consideraci6n el aspecto del pelo: erizado,
alopecia en placas o generalizada; enflaquecimiento, revisando con particular atencién las
regiones inoculadas, tamafio y forma de las lesiones. A las seis semanas de incubacién se
sacrificé un animal de cada lote junto con un testigo, posteriormente se siguieron sacrificando
cada dos semanas, s6lo un hdmster de cada lote, hasta la ultima etapa se sacrificé al segundo
testigo. Se empled una cdmara letal de cloroformo.

Antes de realizar la diseccién se hizé una ultima revisién para registrar el aspecto exterior como
se habfa efectuado anteriormente.

Se rasur6 la piel de los costados en la regién inoculada, cortando un 4rea de 2 cm aprox. Al
abrir la cavidad abdominal, se inspeccion6 con sumo cuidado la apariencia macroscépica de las
visceras y cada caso fué comparado con el testigo. Se separaron las siguientes visceras: bazo,
higado, rifiones, pulmones, intestino, registrindose siempre su peso, tamafio y aspecto, se tomé
una muestra de cada viscera, de las regiones inoculadas y de la médula 6sea proveniente de una
parte de hueso de las patas traseras.



Depositando las muestras por separado en frascos con SSI estéril para la realizacién del
sembrado en los medios de cultivo (Infante,1980).

Las visceras junto con la piel se fijaron en formol neutro amortiguado al 10% dufante 48 hrs.
Ambas patas posteriores y la nariz fueron rasuradas y cortadas con sierra Stryker.

Para descalcificar las patas y la nariz se utiliz6 4cido nitrico en formol al 10%, habiéndose fijado
previamente con formol neutro amortiguado al 10% (Anexo 5) durante cuatro dias (las muestras
con contenido Gseo requieren mds tiempo en fijacién para resistir la accién hidrolitica de los
4cidos empleados en la descalcificacién); el dcido fué cambiado diariamente, evaluando el
progreso de la descalcificacién puncionando las piezas con un alfiler, hasta sentir blando el
tejido.

Una vez fijadas y descalcificadas las muestras, fueron cortadas en pequefios trozos de 1 cm?, ya
rotulados se colocaron por separado en cdpsulas metdlicas para su procesamiento posterior:

Deshidratacion: Se utilizaron los siguientes alcoholes de menor a mayor concentracién: 70°,
80°, 96°, 2 alcoholes absolutos, con una hora de incubacién en cada uno. Para aclarar los
tejidos se empled acetona y dos pases de cloroformo con una hora de incubacién en cada uno.

En la impregnacién se sumergieron las cdpsulas en un recipiente con parafina liquida (56°C)
haciendo dos cambios de una hora cada uno.

Para incluir se utilizaron rejillas, se agregé parafina liquida al fondo para formar una capa sélida
y se introdujo el fragmento del tejido afiadiéndole m4s parafina hasta cubrirlos por completo,
se dejo solidificar por 20 minutos.

Los tejidos fueron cortados a un grosor de 5 u, se colocaron los cortes en bafio de flotacién a
37°C con gelatina previamente disuelta (1 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
37°C durante 12 horas.

Para tefiir los cortes fué indispensable desparafinarlos e hidratarlos, fueron pasados por xilol 3
veces, y después con xilol-acetona de 5 a 10 minutos cada uno; acetona de nuevo, alcohol
absoluto y alcohol 96° durante 2 minutos cada uno, por iltimo se lavo a chorro de agua por 5
minutos.

Los cortes fueron tefiidos con la tincién de Hematoxilina y eosina (Anexo 2) y la técnica
policrémica Whipf (Anexo 1) (Wilson,1977).
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En primera instancia se utilizé unicamente la tincién de hematoxilina y eosina (Estrada-Flores
1982) pero los resultados en la diferenciacién de los pardsitos no fué satisfactoria, por lo que
se opt6 por utilizar la tincién policrémica modificada de Whipf, debido a que la bibliografia
reporta que se diferencian las estructuras citopldsmicas por el escarlata de Biebrich-orange G,
el azul de picroanilina colorea el tejido conectivo y los nicleos son tefiidos con hematoxilina
férrica.

La observacién al microscopio se realizé en 100x y las dos lecturas se efectuaron en ciego.
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RESULTADOS:
Leishmania braziliensis:

Hasta la cuarta semana no se presentaron alteraciones macroscdpicas en las regiones inoculadas.
En la quinta semana se comenz6 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 ciandtico muy evidente durante la
catorceava semana. Algunos hdmsters presentaron alopecia (5/6) y escarificacién (4/6)
predominando ambas en la parte ventral y la regién dorsal cercana a la base de la cola. Cabe
mencionar que las regiones inoculadas no presentaron ulceracién de las lesiones (Tabla 1).

El organismo sacrificado a la décima semana fue el tunico que presenté alteraciones
macroscépicas en sus visceras predominando en higado, bazo y rifones; destacando un aumento
considerable en higado el cual present6 grandes quistes hialinos llenos de liquido amarillento sin
olor fétido, éstos distribuidos en todo el 6rgano con una apariencia circular bien definida,
sobresaliente al tejido hepdtico el tono de este fue mds claro que los testigos normales y su
textura un poco rugosa. El bazo y los rifiones solo mostraron el aumento de tamafio y peso.

En los demds animales el tamaiio, la forma y el peso de los 6rganos macroscépicamente no
manifestaron alteraciones (Fig. 5).

Lesiones orgdnicas y cambios histopatolégicos.

En el animal sacrificado en la sexta semana los 6rganos no mostraron cambios macroscépicos
notables. Sin embargo histolégicamente: El higado mostro infiltrado de linfocitos y macréfagos
cerca de las venas centrales. Algunos macréfagos y hepatocitos mostraron presencia de vacuolas
y niicleos con cuerpos de inclusién eosinéfilico. No se demostraron pardsitos.

El bazo mostré ligero aumento en el tamaiio de los foliculos y algunos eosinéfilos en la grasa
pericapsular.

Las patas presentaron fibrosis y discreto infiltrado linfocitario y algunas células plasmaticas en
tejido subcutdneo e intramuscular. Se demostraron pardsitos por cultivo. Nariz y rifiones sin
lesiones.

En la octava semana sin cambios macroscépicos notables en los organos estudiados.
Histolégicamente el higado mostré acimulo de linfocitos y células epiteloides con amastigotes
constituyendo granulomas, moderada hiperplasia de células de Kipffer y algunas células gigantes
de tipo cuerpo extraiio.
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El bazo mostré proliferacién histiocitica y no se observaron parésitos con claridad.

En las patas hubo fibrosis, edema infiltrado de linfocitos y células plasmdticas y macréfagos con
amastigotes en tejido celular subcutdneo e intermuscular.

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

La piel, rifiones y suprarrenales no mostraron lesiones. Se demostraron pardsitos con tinciones
de HyE, tricromica de Whipf y se confirmé su presencia en higado patas y nariz por cultivo en
medio bifdsico NNN.

El organismo sacrificado en la décima semana present6 en el higado, bazo y rifiones un notable
aumento de tamaiio y peso.

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

El bazo solo mostré intensa congestién y no se observaron pardsitos.

En las patas se encontré un intenso infiltrado heterogéneo, linfocitos células plasmaticas,
polimorfonucleares y macréfagos con amastigotes. En la nariz se observé un aumento de
volumen submucoso, fibrosis y algunos linfocitos e histiocitos sin amastigotes. En rifiones se
observa la presencia de pequerios focos de pielonefritis cortical, fibrosis intersticial e
hidronefrosis. En uno de los cortes de pulmén y en otro de corazén se observé en cada uno
lesiones con aspecto semejante a un granuloma. )

Se demostraron amastigotes en cultivo de lesiones de higado y patas.

El organismo sacrificado en la semana doce no tuvo cambios macroscépicos notables,
histolégicamente el higado no mostré lesién. El bazo present6 congestién y grasa periesplénica
e infiltracién de células mononucleares. Los demds 6rganos no demostraron par4sitos en ninguno
de los cultivo.

Para la catorceava semana no hay cambios macroscépicos en los érganos observados. aunque
histologicamente el higado presenta granulomas con escasas células epiteloides y congestién.
Agunos hepatocitos con signos de regeneracién. No se vieron pardsitos.

Bazo congestivo con zonas granulomatosas y tejido adiposo adherido con granulomas. Se
observaron claramente amastigotes dentro de los macréfagos e histiocitos. Las patas denotan
infiltracién linfoide y granulomas de tipo cuerpo extrafio con presencia de polimorfonucleares.
En nariz y rifiones no se observaron lesiones. Los cultivos demostraron pardsitos viables en patas
y bazo.
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TABLA 1

553

Alteraciones macroscopicas ocasionadas por L. braziliensis
En ninguna de las regiones inoculadas se encontro ulceracion y en la piel
de los costados no se observé ninguna anormalidad

Muy abundante

Notorio

Moderado

Ligero

Sin lesién aparente

I= Inflamatoria
E=Enrojecimiento
U=Ulceracion
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TABLA 4

infectados con L.  braziliensis.

"ZZFEE

Histioci
Macréfago vacuolado
Macréfago parasitado
Necrosis

Neutrofilos

Infiltrado leucocitario
Célula Plasmatica
Eosinofilos

Fb.
Hsia.
Gr.
Hv.
P.ext.
Cul.
Ck.

Cong.
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Hallazgos celulares de cortes histolgicos teflidos por H.E. y Whipf de hamsters dorados

Fibrosis

Hiperplasia
Granuloma

Hepatocito vacuolado
Parasito extracelular
Crecumiento en cultivo
Células de Kupffer
Congestion
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TABLA 2 Alteraciones macroscopicas ocasionadas por L. mexicana
En este tampoco se observé ulceracion en las lesiones
y en la nariz solo en un organismo aparecié inflamacion.
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En la decimosexta semana sin cambios macroscépicos, histologicamente se observaron en higado
pequefios actiimulos de linfocitos, sin llegar a formar granulomas, algunos hepatocitos con
cuerpos eosinofilicos de inclusién en los nicleos. El bazo con leve proliferacién de histiocitos.

Patas con infiltrado de mononucleares, numerosos macréfagos, algunos con amastigotes. En piel
de nariz también se observaron granulomas con amastigotes.

El rifién present6 tiroidizacién de tibulos (datos de pielonefritis). Se cultivaron pardsitos de las
lesiones de patas y nariz (Tabla 4).

Leishmania mexicana:

A la cuarta semana posterior a la inoculacién se observé inflamacién en el sitio inoculado en las
patas traseras, que progresO hasta ser mds intenso durante la semana 16, involucrando tanto la
cara dorsal como la plantar y adquiriendo un tono morado. En la mayorfa de los animales se
observé alopecia generalizada y uno de ellos adelgazé notablemente. Nunca se observaron
pépulas ni tlceras en las patas ni en otros sitios inoculados como la nariz y costados, tampoco
presentaron lesiones aparentes (Tabla 2).

Lesiones orgédnicas y cambios histopatolégicos.

En la observacién de la sexta semana no hubo lesiones macroscdpicas notables, histolégicamente
en higado mostré discreto aumento de linfocitos en espacios porta, el bazo con discreta
hiperplasia linfoide y congestién, en patas, nariz y otros érganos (piel, ganglios y rifiones)no se
vieron lesiones.

En la octava semana el higado mostré aciimulos linfoides pequerios y dispersos, el bazo
hiperplasia linfoide perifolicular; y los demds érganos sin lesién. Durante la décima semana en
el higado ademds de los acimulos linfoides se observa vacuolizacién de algunos hepatocitos y
células de Kiipffer. El bazo sin cambios, las patas con infiltrado de polimorfonucleares y
linfocitos en tejido subcutdneo. La nariz y otros érganos sin lesiones.

Durante la doceava semana, el higado presentd infiltrado de linfocitos y macréfagos. Hiperplasia
y células de Kiipffer, dilatacién y congestién sinusoidal y algunos niicleos con cuerpo de
inclusién eosinofilico. El bazo, patas, nariz y demds érganos sin lesiones.

En la semana 14 el higado mostré pequefios focos de infiltrado linfocitario y congestién. El bazo

sin lesion, al igual que nariz, piel y rifiones. En las patas se observé infiltrado de linfocitos y
macréfagos.
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TABLA 5  Hallazgos celulares de cortes histolégicos tefiidos por HE. y Whipf de hamsters dorados
infectados con L. m. mexicana.

Hist. Histiocito Fb. Fibrosis

Myv. Macrédfago vacuolado Hsia. Hiperplasia

Mp. Macréfago parasitado Gr. Granuloma

N. Necrosis Hv. Hepatocito vacuolado
Nf. Neutréfilos P.ext. Parésito extracelular
1. Infiltrado leucocitario Cul. Crecimiento en cultivo
Cp. Célula Plasmatica Ck. Células de Kupffer
Eo. Eosinofilos Cong. Congestion
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ALOPECIA ‘ | REGIONES INOCULADAS
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TABLA 3 Alteraciones macroscopicas observadas en hamster dorados infectados I= Inflamatoria
experimentalmente por L. donovani E=Enrojecimiento
En las regiones inoculadas en este lote solo se observaron alteraciones en las U=Ulceracién

patas traseras con ligero enrojecimiento, sin inflamacion en las demas regiones
de inoculacion, no se observaron lesiones aparentes.
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TABLA 6

infectados con L. donovani chagasi.

Hist.
Mv.
Mp.
N.
Nf.
.
Cp.
Eo.

Hallazgos celulares de cortes histologicos teflidos por H.E. y Whipf de hamsters dorados

Histiocito

Macréfago vacuolado
Macrofago parasitado
Necrosis

Neutrofilos

Infiltrado leucocitario
Célula Plasmatica
Eosindfilos

Fb.
Hsia.
Gr.
Hv.
P.ext.
Cul.
Ck.
Cong.
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Hiperplasia
Granuloma

Hepatocito vacuolado
Parasito extracelular
Crecimiento en cultivo
Células de Kupffer
Congestion
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En la decimosexta semana en higado se vieron granulomas, sin poder demostrar en ellos
presencia de pardsitos con tinciones especiales. Pericolangitis y tejido adiposo extrahepdtico con
infiltrado de mononucleares.

En bazo se encontré infiltrado mononuclear en la grasa periesplénica y proliferacién de
histiocitos en el parenquima. Aunque, al igual que en el higado, parece que hay amastigotes no
fueron demostrados con la tincién policrémica de Whipf. Los demds 6rganos sin lesiones (Tabla
5). -

Respecto a la demostracién de pardsitos no se observaron ni con tinciones especiales, solo di6
la impresién de haber en la sexta observacién tefiida con HE. Se aislaron amastigotes viables en
higado, rifién y bazo, en las demds muestras no se observé crecimiento. Cabe mencionar que
los pardsitos presentaron una gran movilidad y un crecimiento abundante.

Leishmania donovani:

En general no se presentaron lesiones macroscépicas externas aparentes durante las
observaciones realizadas a lo largo de la inoculacién, aunque se hizo muy evidente el
adelgazamiento y alopecia muy marcada en casi todo el cuerpo en uno de los organismos (Tabla
3).

Lesiones orgdnicas y cambios histopatolégicos.

Durante la sexta semana sélo se ve afectado el higado, cerca de las venas centrales porta,
presenta un acimulo de linfocitos, algunas células plasmdticas, nicleos vaculados, se observa
necrosis con tendencia a formar granuloma, no hay presencia de pardsitos. El bazo sélo presenta
congestién, y en los demds érganos no hubo lesiones.

A la octava semana el higado presenta necrosis infiltrado linfocitario portal, algunos niicleos de
hepatocitos con nucleélos prominentes. El bazo con un aumento de histiocitos y tejido adiposo
capsular, con linfocitos e histiocitos, congestién y posible presencia de pardsitos. Los demds
drganos con apariencia normal.

En la décima semana el higado manifiesta infiltrado linfocitario en acimulos pequefios cercanos
a los espacios porta, hepatocitos vacuolados y amastigotes libres. Macroscépicamente el intestino
delgado presenta una forma arrosariada y el colon se observa aumentado de volumen.
Histolégicamente el intestino delgado presenta en mucosa: infiltrado de linfocitos, células
plasmdticas y polimorfonucleares. En el colon, la submucosa presenta infiltracién de linfocitos
y polimorfonucleares posibles amastigotes presentes. Los demds 6rganos no presentaron
cambios.

46



En el organismo sacrificado a la doceava semana no se observan lesiones aparentes ni cambios
macroscépicos en las visceras, en cambio, histolégicamente el higado presenté un infiltrado
linfocitario difuso en grandes acimulos cerca de las venas centrales, las cuales se encontraron
dilatadas y congestionadas. Se observa necrosis y regeneracién, amastigotes libres, granulomas,
macréfagos y células endoteliales. En el bazo se observan numerosos macréfagos con
amastigotes.

En la catorceava semana en el higado continua el infiltrado linfocitario, se observan los
hepatocitos con nicleos grandes y nucledlos prominentes, presencia de amastigotes en
macréfagos. El bazo con gran cantidad de histiocitos varios de ellos con amastigotes. La nariz
presenta edema, polimorfonucleares en epitelio nasal y subepitelial; presencia de amastigotes.
En rifién se observa solo pielonefritis.

Para la decimosexta semana el higado se ve afectado por granulomas hepdticos con amastigotes
en macréfagos, hiperplasia de células Kiipffer, bazo con discreta cantidad de histiocitos,
periesplenitis e hipErplasia linfoide difusa. En patas se observa una discreta hiperplasia de
histiocito en tejido subcutdneo. En narfz aparecen pocos histiocitos en tejido subepitelial. El
rifién solo con material proteico con aciimulo de linfocitos.

Se constat6 la presencia de los pardsitos viables en rifiones y bazo para las demds visceras y
tejido no hubo crecimiento alguno.

(Tabla 6)
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ANALISIS DE RESULTADOS.
Eventos macroscopicos.

L. braziliensis fué quién presenté mds constantemente adelgazamiento (4/6) a partir de la octava
semana, la alopecia fué continua (5/6), y de manera esporddica se di6 la escarificaci6n.

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

Para L mexicana el adelgazamiento en los organismos solo se presento en 2 casos a la sexta y
a la decimosexta semana de observacién, la alopecia fue mds evidente tanto en placas como
generalizada (4/6). la escarificacién fue observada en 3 ocasiones, en los sitios de inoculacién;
desde la sexta semana se observé inflamacion y enrojecimiento que fué aumentando en todos los
animales hasta el final del trabajo. En la nariz solo se observé inflamacién en la doceava
semana. Y en la piel de los costados no se observé anormalidad alguna.

En L. donovani los cambios macroscépicos no fueron evidentes, sino, hasta la decimosexta
semana de observaci6n se encontré adelgazamiento, alopecia muy marcada y escarificacién, solo
en patas traseras se encontré una ligera inflamacién. Destacando entonces que la especie que
presenta cambios en etapas de observacién mds tempranas fue L. braziliensis, y enseguida L.
mexicana. La cepa de L. donovani, a lo largo de la experimentacién transcurrio sin cambios,
notando que el adelgazamiento y la alopecia fué mds constante en L. braziliensis que en L.
mexicana, Para estas dos cepas fué frecuente la inflamacién y el enrojecimiento de las patas,
escasas de inflamacién en nariz y no se observa cambios en otras regiones de inoculacién en las

tres cepas.

Eventos Microscépicos.

Los infiltrados histiolinfocitarios se presentaron de forma muy uniforme en las cepas desde las
primeras observaciénes y se siguieron encontrando a lo largo de la experimentacién. Los
macréfagos vacuolados y parasitados se encontraron al igual que los neutréfilos en mayor
cantidad en L. braziliensis en las otras dos cepas se observaron pero en menor proporcién. Los
neutréfilos se observaron s6lo en 4 casos de L. donovani.

Las células plasmdticas predominaron (4) en L. braziliensis, un caso para L. donovani y ninguno
para L. mexicana. Eosin6filos 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 pardsitos extracelulares mas abundantes en L. donovani y escasa en L. braziliasis y L.
mexicana. (Tabla 7).

Células Kiipffer escasa en las tres cepas.

Congestién abundante en L. braziliasis y escasa en L. donovani y
L. mexicana.
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L. Brasiliensis L. donovani L. mexicana

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

16

Patas + + + - + + - = = - = . " =

Nariz = + - - 5 + 5 % " + - .

Higado - + - - - - - + + + + = - = +

Bazo - - - - + - A = + + + + - " "

Rifion - - - - - - - - e = - " o & - -

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

TABLA 7

Presencia de parasitos (amastigotes) demostrados por la tincién policromica modificada de Whipf's en muestras de hamsters dorados infectados
experimentalmente.




ESPECIE TIEMPO DE DISEMINACIO | VISCERALIZACIO
APARICION N N
DE LESIONES
Leishmania " 4a. Semana - 16ava. Semana
mexicana
mexicana
Leishmania 5a. Semana -—- 8ava., Semana
braziliensis
braziliensis
Leishmania 14a. Semana - 10ava. Semanas
donovani
chagasi

Tabla 8. Diferencias de tiémpo en que las diversas especies

tardarén en aparecer lesiones diseminar y/o vicera-
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Fig 8. Higado de hdmster infectado con L. (viannia)
braziliensis. Se observa ficilmente la formacién de un
granuloma. ;
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Fig 9. Infiltrado linfocitario encontrado en colon, este
hallazgo fue persistente a lo largo de la infeccién 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 granulomas
subcutdneos tefifdos por Whipf.



Fig 11. En colon se observan infiltrados de células plasméticas

y linfocitos.

55



+

L]
o
by
| 3

.
%
4

i

i R
A

-

W ...-.
ruw..r.
-/

Fig 12. Bazo de hdmster inoculado con L. donovani chagasi se

observa proliferacién de histiocitos.
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Fig 13. En higado se observa el detalle de un granuloma con
amastigotes.
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DISCUSION.

La inoculacién por via subcutdnea en tres sitios (nariz, cojinetes plantares de las patas traseras
y costados) en hdmsters dorados con 2.5 X 10° amastigotes de L. donovani, L. mexicana y L.
braziliensis ocasion6 lesiones no ulcerativas de evolucién progresiva con invasividad temprana
a visceras. En L. mexicana se encontraron con mas rdpidamente los pardsitos en visceras.

La observacién de pardsitos en sitios de inoculacién fué mds temprano en L. braziliensis (seis
semanas), aunque Wilson (1987) y Wilson (1979) reportan la aparicién de pardsitos
intracelulares y la formacién de granulomas desde la cuarta semana de infeccién. La infeccién
por pardsitos en los hamsters en L. donovani fue hacfa la octava semana tanto en visceras como
en nariz, Barral (1983) al inocular en diferentes cepas de ratén con L. braziliensis se
desarrollaron granulomas y metastasis ulcerativas.

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

En ninguna de las cepas se constaté la formacién de nédulos ulcerativos. Solo se observaron
lesiones macroscépicas en los cojinetes plantares de las patas traseras, en los demds sitios de
inoculacién solo se evidenciaron de forma microscépica.

Al no presentarse diseminacién en ninguna cepa, ni encontrar lesiones en las regiones
inoculadas, podria pensarse que el indculo trabajado fué muy bajo, aunque en la bibliografia
reporta ser una cantidad de pardsitos idénea para los hdmsters.

La presencia de parésitos en visceras fué detectada primero en L. braziliensis (8 semanas) tal
como Dévalos-Mata (1968) lo menciona, que la visceralizacién se da en un 85% en las cepas
inoculando hdmsters y ratones.

La existencia de parsitos en los himsters en L. donovani fue hacfa la décima semana tanto en
visceras como en nariz.

L. mexicana siguié un patrén de comportamiento similar al que Grimaldi (1980) reporta que al
inocular ratones Balb-C con L mexicana. Encontro que la cepa desarrolla una respuesta celular
especifica que al final controla la parasitemia puesto que no se encontro diseminacién en la
piel,formacién de granulomas ni nédulos ulcerativos.

La hiperplasia se present6 en todas las cepas, siendo la incidencia mds comiin en higado. Para
L. donovani. Solo tuvo ésta localizacién en cambio L. mexicana también se observo en bazo,
mientras que en L. braziliensis, ademds de higado también se encuentra en cojinetes plantares
de las patas inoculadas.



El hallazgo celular mds comin en las 3 cepas fué la presencia de linfocitos los cuales
aparecierén a la semana de observaci6n persistierén a lo largo de la observacion (16 semanas).
Hecho que corrobora que todas las variedades clinicas de la enfermedad tiene una caracteristica
histolégica comuin: la acomulacién temprana de células mononucleares en los tejidos invasivos
(OMS, 1984.)

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

- La visceralizacién de L. donovani es més clara y constante que L. braziliensis y L. mexicana:
considerando este hecho confirma los datos de Rezzano 1985 quien menciona que el
vicserotropismo es mds 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 (mds de 80 pases) en medio de cultivo, hecho que disminuye la virulencia en los
amastigotes, (Thomas, John, Nolan 1985 y Melo 1987).' Disminuyendo asi los resultados
esperados.

Un hallazgo importante fué el encontrar pardsitos en rifion en Leishmania braziliensis y
Leishmania donovani y parésitos en Leishmania braziliensis en médula dsea.

El hdmster dorado es un buen modelo animal dada su alta susceptabilidad a las 3 cepas
trabajadas dando ademds un patrén de comportamiento histolégico muy similar al que describe
Magalhaes (1986) en donde clasifica varios patrones histopatolégicos de leishmaniasis
tegumentaria en humanos.

La utilizacién de la tincién policrémica modificada de Whipf

como una técnica confirmativa para demostrar la presencia de los parésitos cuando se obtenian
resultados dudosos con la tincién HE resulto ser de trascedental importancia.
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CONCLUSIONES.
1.- Las tres especies presentaron visceralizacion, siendo mds 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 present6 inflamacién y
enrojecimiento en las patas traseras con evolucién progresiva, sin llegar a las lesiones ulcerativas
y en las otras regiones de inoculacién (nariz y costados) no hubo cambios aparentes.

4.- Al microscopio, se observé invasividad temprana a visceras, sin diseminacién a piel sana.
Los hdmsters inoculados con L. braziliensis braziliensis 8va. Semana fueron los primeros en
visceralizar la infeccién. La observacion de pardsitos en los sitios de inoculacion fue mds
temprana en L. braziliensis. Las formas parasitarias de L. donovani aparecieron en los cortes
histolégicos hasta la décima semana tabla 8.

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

5.- El hallazgo histol6gico constante fue la presencia de infiltrado histolinfocitario, de aparicién
temprana en los tres lotes de hdmsters y persistente a lo largo del estudio.

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

7.- La técnica policrémica modificada de Whipf detecté, con mayor sensibilidad, la presencia
de parésitos en cortes histolégicos que la tradicional tincion de HE.

8.- La utilizacién de medios de cultivo para la confirmacién de la presencia de pardsitoss
viables, permitio el aislamiento de las tres especies de leishmanias a partir de muestras de
higado, rifion y bazo. Fue posible, tambien aislar L. braziliensis de médula dsea, piel del sitio
de inoculacién y nariz.

9.- El hdmster dorado utilizado en este trabajo, se considera el modelo animal de eleccion dado
su alto grado de susceptibilidad a las tres especies de leishmania estudiadas.
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ANEXOS.
Anexo 1.

Tincién Policrémica Whipf modificada.

Preparacién de reactivos:
Hematoxilina férrica modificada de Whipf.
Hematoxilina certificada............0.50 g.
Sulfato férrico amonio .............0.75 g.
H,SO, 0.6N (acuo0so).........cceenurens 50 ml.
Etanol al 95% .......cccevvvvenanne... 50ml.

Se disuelve la hematoxilina en alcohol. Se tritura el sulfato férrico amonio y se disuelve en
H,SO, 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 dias para mejores resultados.

Solucidn escarlata de Biebrich-orange G

Escarlata de Biebrich ........... 0.25g.
Orange G ......oonirivisiosio 0.25g.
Acido fosfomolibdico ............ 0.50 g.
Acido fosfotingstico ........... 0.50g.
Acido acético (acuoso)........... 100 ml.

Disuelva el 4cido fosfomolibdico y el dcido fosfotingstico en 50 ml de 4cido acético al 1%. La
solucién de escarlata de Biebrich - orange G en los otros 50 ml Cuando esten completamente
disueltos combine las soluciones y filtre. El 4dcido acético al 1% reemplaza el solvente de 1:1
de agua destilada en etanol al 95% de la férmula o!iginal.

Solucién aziil de picroanilina .

Azl de anilina ..................0.10g.
Acido picrico saturado (acuoso)...100 ml.

Use menos de 1.5 gr de 4cido pfcrico por 100 ml de agua destilada disuelva el azul de anilina
y deje reposar de 24 a 48 hrs. para asegurar la saturacién.

Procedimientos :

1.- Desparafine los cortes lleve a etanol absoluto.
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2.- Mordente los cortes toda la noche en alcohol picrico para
mejores resultados (4cido picrico 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 5-10 min.
siga con agua destilada enjuagando 2 minutos.

5.- Tifia con sulucién escarlata de Briebrich-orange G por 10
minutos,

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

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

8.- LLeve alcohol absoluto con 0.05% de 4cido 4cetico por un
minuto.

9.- Deshidrate con etanol absoluto y xileno.

10.- Monte con resina sintética



ANEXO # 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.- Teilirston hematoxilina de Harris 7 minutos.

4.- Virar en ;gua de la llave.

5.- Deshidratar con alcoholes 50 y 70 por 3 minutos cada uno.
6.- Teiiir con eosina alcohdlica de 1-3 minutos.

7.- Deshidratar con alcoholes de 96 (dos cambios) y absoluto,
durante 5 minutos cada alcohol y pasar a absoluto.

8.- Aclare en xilol con dos cambios de 10 minutos cada uno.
Montar con bédlsamo de Cénada.

PREPARACION DE COLORANTES

- Hematoxilina de Harris

Hematoxilina (MERK) 1.0 gr
Oxido rojo de mercurio 0.5gr
Sulfato de aluminio y amonio

o potasio (alumbre) 20.0 gr
Alcohol etilico absoluto 10.0 cc
Agua destilada 200.0 cc

- Eosina alcohdlica

Eosina azulosa 1.0 gr
Orange 1.0 gr
Alcohol de 70 100.0 cc

Se mezcla todo en frio 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 con agua desionizada 100
ml.

- Filtrar y envasar.
- Al momento de usar:
A) Apgregar 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.
f)) 1 ml de una solucién, 2 milimolar por 100 ml de medio

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

F) Gentamicina 10 ul/100 ml en medio

Una vez preparado el medio, de nuevo se filtra en Buchner con membranas de 0.45
desechables y se vacia en las cajas de cultivos celular.
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ANEXO # 4

Medio de mantenimiento para leishmanias.
- Fase sélida:
Agar nutritivo 23 g.

Agua destilada 1000 ml.

Sangre desfibrinada de conejo 15%

- Fase liquida:
BHI (Infusién Cerebro-Corazén) 37 g.
Agua destilada 1000 ml.

Se esteriliza a 120 1b por 15 min,
Al momento de usar se agrega suero fetal bovino (3%).

SOLUCIONES:

-Solucién salina isoténica (SSI) 0.85%

NaCl, 8.5 g.
Agua destilada 1000 ml.
Se esteriliza a 120 libras por 15 minutos.



ANEXO 5
- Formol neutro amortiguado al 10%
Agua destilada 900 ml.
NaH,PO, (anhidro) 3.5 g.
Na,HPO, (anhidro) 6.5 g.
Formol comercial al 40% 100 ml.
Si las sales estdn hidratadas las cantidades respectivas son:

NaH,PO, 4.02g.
Na,HPO, 16.37 g/l
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