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Resumen: Al género Leishmania pertenecen diferentes especies responsables de diversas formas clinicas de leishmaniasis. En este trabajo
comparamos los efectos histopatoldgicos producidos en hamsters (Mesocricetus auratus) y ratones (Mus musculus) infectados experimen-
talmente por via subcutéanea con 20 x 10° amastigotes de Leishmania mexicana amazonensis. Nuestros resultados mostraron en hamsters
dafios histopatoldgicos en intestino, escroto, testiculo, epididimo, bazo, higado, rifién, corazén y pulmén y en ratones en testiculo, bazo,
rifidn y corazon. Estos resultados evidencian diferencias en la diseminacion tisular, metéstasis cutaneas, efectos histopatoldgicos y morta-
lidad, siendo mas amplios, tempranos y graves en hamsters que en ratones.
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Tissue dissemination and histopathology effects produced by Leishmania mexicana
amazonensis in rodents experimentally infected

Abstract: Leishmania comprises different species responsible of a variety of clinical forms of leishmaniasis. In this investigation we
compared the histopathological effects produced in hamsters (Mesocricetus auratus) and mice (Mus musculus), inoculated by the subcu-
taneous route with 20 x 10° amastigotes of Leishmania mexicana amazonensis. Our results in hamsters show tissue damage in gut, scro-
tum, testicle, epididimus, spleen, liver, kidney, heart and lung and in mice we found histopathological changes in testicle, spleen, kidney
and heart. These results show differences on tissue dissemination, cutaneous metastasis, histopathological effects and mortality, being

more extensive, early and severe in hamsters then in mice.
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Introduccion

El género Leishmania incluye diversas especies que
causan diferentes formas clinicas de leishmaniasis, enfer-
medad que afecta a los humanos y gran variedad de anima-
les domésticos y silvestres. Esta enfermedad posee mani-
festaciones clinicas que dependen del parasito, del vector y
muy especialmente de las condiciones inmunoldgicas del
hospedador [1].

La leishmaniasis constituye una enfermedad con varie-
dad de manifestaciones patoldgicas de diferente gravedad
y efectos sobre la salud [2,3], en la cual el hospedador
influye en la expresion de la forma clinica y la extension

de la infeccion causada por las especies de Leishmania que
producen lesiones cutaneas. Después del periodo de incu-
bacion, las manifestaciones clinicas de la leishmaniasis
cutanea (LC) comienzan con una lesién nodular en el sitio
de inoculacion, con formacion de una costra que puede
desprenderse, exponiendo una Ulcera que se cura gradual-
mente y deja una cicatriz ligeramente hundida con pigmen-
to alterado. Algunas lesiones pueden perdurar como nédu-
los o placas [2-6]. Son corrientes los nédulos secundarios
en el borde de la lesién [3]. Otros signos o sintomas son:
lesiones multiples primarias o satélites, adenopatias regio-
nales, dolor, prurito e infecciones bacterianas secundarias

[2].
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La respuesta histologica de la LC es de dos clases: a)
respuesta celular inmune, que refleja la inmunidad del
hospedador y b) la respuesta histica, que puede mostrar los
efectos del antigeno liberado, ya que la lesion tisular pare-
ce ser con frecuencia mayor de lo que cabria imputar sélo
a los efectos sobre el macréfago hospedador [3].

El estudio de diferentes aspectos relacionados con la LC
producida por Leishmania mexicana ha sido abordado por
distintos autores en relacion a la clinica, diagnostico y
terapéutica [2], asi como la influencia genética en la res-
puesta inmune [7], las caracteristicas de esta respuesta y
los mediadores asociados a la misma [8-12]. Se describe
también que la resistencia a la infeccion por Leishmania
esta asociada con la activacion de los macréfagos mediada
por interferon gamma [11]. Igualmente, se ha estudiado
como el extracto de la glandula salival del vector amplia el
espectro clinico de la enfermedad, con la aparicién precoz,
mayor tamarfio de las lesiones y aumento de la carga para-
sitaria [12]. Otros investigadores estudiaron la infeccién en
hospedadores con algin déficit inmune [13] y también ha
sido descrito como el estrés inducido por la inmovilizacién
aguda produce alteraciones clinicas y neuroinmunes que
favorecen la invasion del parasito en animales susceptibles
[14].

El objetivo principal de nuestro trabajo fue describir y
comparar la diseminacién tisular y el espectro histopatol6-
gico de la LC experimental en hamsters (Mesocricetus
auratus) y ratones (Mus musculus) producida por Leish-
mania mexicana amazonensis.

Materiales y métodos
Parasitos

Usamos una cepa de Leishmania mexicana amazonensis
procedente de un caso clinico humano de LC, mantenida
en el laboratorio mediante pasajes por via subcutanea de
homogenizados de lesiones cutaneas de hamsters. El in6-
culo consistié en un homogenizado preparado a partir de
lesiones bien desarrolladas en la pata posterior derecha de
hamsters infectados, contentivo de 20 x 10° amastigotes de
Leishmania mexicana amazonensis en solucion salina
adicionada con 100 UI/mL de penicilina y 100 mg/mL de
estreptomicina.

Animales

Utilizamos hamsters (Mesocricetus auratus) y ratones
(Mus musculus) machos jovenes, identificados con marcas
en diferentes areas corporales, los cuales fueron distribui-
dos en grupos de siete roedores, cada uno infectado por via
subcutanea y 14 roedores sanos (7 hamsters y 7 ratones);
estos Ultimos constituyeron los grupos control. ElI mante-
nimiento y cuidado de los roedores en experimentacion se
realiz6 de acuerdo a los lineamientos del Comité de Etica
establecidos por la Universidad Libre de Bruselas (Bélgi-
ca) para el uso humanitario de animales de laboratorio
(condiciones apropiadas de temperatura, agua y alimenta-
cion) referido por Aguilar Torrentera F. [1]. Los animales

fueron mantenidos en jaulas metalicas de dimensiones y
caracteristicas usuales en los diferentes bioterios de la
Universidad Central de Venezuela, los cuales se corres-
ponden con los lineamientos bioéticos de rigor, como son:
dimensiones adecuadas para alojar al nimero de animales
de cada grupo, con camas de céscara de arroz (viruta),
temperatura ambiente e iluminacion correspondiente a un
ciclo dia/noche de 12 horas. Fueron alimentados con Rata-
rina* no esterilizada y agua a demanda, suministrada en
bebederos estandar [15]. Al total de los animales infecta-
dos se les aplicé un volumen de 0,1 mL de indculo por via
subcutanea (SC) en la pata posterior derecha. De cada uno
de los grupos de animales infectados y sanos fue elegido
un ejemplar cada mes y durante cinco meses, post infec-
cidn, para ser sacrificado mediante inhalaciones de éter en
camara de sacrificio conformada por un recipiente de vi-
drio transparente con tapa de rosca, donde se colocaba un
algodén impregnado con éter (anestesia inhalatoria) y
posterior al fallecimiento del animal era autopsiado en una
tabla de diseccidn, fijado a la misma en posicion ventral
mediante agujas de diseccién, con una aguja para cada
pata.

Se tomaron muestras de testiculo, epididimo, vesicula
seminal, rifién, higado, bazo, pulmén y corazén. Todas las
muestras se fijaron en formol al 10%, fueron procesadas
para hacerles cortes de 4 um de espesor y posteriormente
coloreadas de acuerdo a las técnicas de Hematoxilina y
Eosina y Tricromico de Gomori. El grupo total de anima-
les utilizados en el experimento fue de 28: 14 infectados y
14 controles. Este nimero de animales se determind de
manera conservadora, considerando la duracién del expe-
rimento (150 dias) y que de los 7 individuos/grupo, po-
driamos perder alguno por motivos imprevistos durante el
desarrollo del experimento.

El control y seguimiento de la lesion en el punto de
inoculacidn en todos los animales infectados, fue realizado
macroscopicamente y las lesiones medidas cada quince
dias, usando un vernier para determinar su extension. To-
das las lesiones desarrolladas tanto en el sitio de inocula-
cién, a distancia (metastasis) y viscerales fueron cuidado-
samente observadas durante el tiempo de experimentacion
y comparadas con los tejidos de los controles sanos.

Resultados

En los hamsters las primeras evidencias de inflamacion
en el sitio de inoculacion se observaron a los 15 dias post-
infeccién y en los ratones a los 45 dias; los primeros sig-
nos de metastasis en los hamsters se presentaron a los 65
dias después de iniciado el experimento y en los ratones a
los 58 dias (Tabla 1). A los 150 dias de infeccion, los ani-
males presentaron una lesion cutanea bien desarrollada en
la pata posterior derecha, lesiones a distancia en los pabe-
llones auriculares con aumento de volumen, deformacion y
multiples lesiones ulceradas en el hocico, ambas patas
anteriores, pata posterior izquierda y en la region escroto-
testicular.



Bruzual y col. / Revista de la Sociedad Venezolana de Microbiologia 2008; 28:139-144 141

El estudio histopatoldgico de la pata posterior derecha
(sitio de inoculacién), realizado a los 150 dias post-
infeccién, mostré un granuloma histiocitario leishmanico
nodular, de tamafio variable entre un animal y otro, de
color rosado violaceo sin endurecimiento, de borde liso y
brillo mediano, con gran invasion de la dermis por macré-

fagos con citoplasma baséfilo y nucleo irregular, llenos de
amastigotes localizados dentro de vacuolas, proliferacion
de zonas de tejido conjuntivo y desarrollo de redes capila-
res. La epidermis present6 procesos de hiperqueratosis.

Tabla 1. Resumen comparativo. Tiempo de inflamacién, aparicion y localizacion de metéstasis.

Roedor Tiempo de inflamacion Tiempo de aparicion Localizacién de metastasis
en el sitio de inoculacién de la metastasis
(dias) (dias)

Pabellones auriculares, hocico, patas

Hamsters 15 anteriores, pata post. izquierda.
Regién escroto-testicular
Pata posterior izquierda

Ratones 45

Base de la cola

Fuente: Resultados experimentales.

En el intestino se observé la membrana mucosa edema-
tizada, con areas de aspecto hemorragico sin evidencias de
diseminacion parasitaria.

En el escroto, se observ aumento de volumen, disten-
sion y engrosamiento de las paredes y el estudio histopato-
légico de las muestras de los animales infectados mostro
un proceso inflamatorio, acompafiado de proliferacion de
fibras colagenas y macro6fagos llenos de amastigotes. La

Tabla 2. Estudio histopatolégico comparativo.

epidermis presentd histiocitos que contenian parasitos; la
dermis present6 alteracion de su estructura normal, inva-
sion de macrofagos llenos de parasitos y focos edematosos
ocasionales, mostrando linfocitos y plasmocitos. El tejido
celular subcutdneo mostré una mayor proliferacion histio-
citaria, representada por células llenas de amastigotes
(Tabla 2).

Roedor Isr:g((:)u?:ci on Intestino  Escroto  Testiculo ;/eiili(rzgla Epididimo Bazo Higado Rifién Corazén  Pulmén
oo T o o e
Rat6n Inflamacion - - + - - + - + + -
Controles - - - - - - - - - - -

Fuente: Resultados experimentales.

Ambos testiculos presentaron aumento de volumen con
signos de congestién vascular, diseminacion del parasito
formando nidos de amastigotes en el intersticio testicular y
el epitelio seminifero, ademas de amastigotes dispersos. La
albuginea testicular mostrd hiperplasia e hipertrofia, ade-
maés de abundantes macrdfagos Ilenos de amastigotes.

En el epididimo se observaron signos de congestion
vascular y el epitelio de los tubulos presentd sus células
vacuolizadas y algunas lisadas, con pérdida de sus mem-
branas intercelulares y cilios, ademas de diseminacién del
paréasito en el conjuntivo adyacente.

En las vesiculas seminales a los 150 dias (5 meses) post-
infeccion, no se observé diseminacién parasitaria ni lesio-
nes tisulares aparentes (Tabla 2).

En el bazo, el analisis macroscopico mostré adelgaza-
miento del 6rgano, color oscuro y consistencia friable. La
observacién microscopica presentd en el conjuntivo pe-
riesplénico abundantes nidos de amastigotes, igualmente
adyacentes a la capsula esplénica y pulpa blanca (Tabla 2).

En el higado, a los 60 dias (2 meses) de infeccién se
observé congestion marcada, focos periportales de infiltra-

cion linfo-histiocitaria, abundantes macréfagos sinusales
cargados de hemosiderina, disociacién de trabéculas y
sinusoides dilatados. A los 150 dias (5 meses) se observé
el incremento de la diseminacidn tisular del parasito, hepa-
tocitos llenos de amastigotes y también pérdida evidente
de la arquitectura normal, con proliferacion de tejido con-
juntivo vascularizado (Figuras 1y 2).

El rifion mostré a los 60 dias (2 meses) diseminacién de

amastigotes en el conjuntivo perirrenal, congestién y ma-
créfagos cargados de hemosiderina. A los 150 dias (5
meses) se observaron modificaciones del epitelio tubular,
congestion y glomerulonefritis proliferativa. La disemina-
cion tisular del parasito se presentd a los 60 dias en el
conjuntivo perirrenal, ademas de un infiltrado inflamatorio
(Tabla 2).
En el corazén a los 150 dias (5 meses) post-infeccion, los
animales presentaron diseminacién escasa de parasitos en
las fibras cardiacas, las cuales no mostraron lesiones tisu-
lares aparentes.

En el pulmoén a los 150 dias (5 meses) post-infeccion, los
animales no presentaron diseminacion de parasitos, pero si
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se observd congestion y granulos de hemosiderina. Los
hamsters del grupo control presentaron tejidos normales
(Tabla 2).

En los ratones, las primeras sefiales de inflamacion en la
zona de inoculacién se presentaron a los 45 dias (mes y
medio) de iniciado el experimento. Las lesiones a distancia
comienzan a presentarse en la pata posterior izquierda y
base de la cola a los 58 dias post-infeccion.

con formacion de medias lunas y modificaciones del epite-
lio tubular (Tabla 2 y Figuras 3y 4).

En el corazdn, se observoé infiltracion masiva de amasti-
gotes en las fibras cardiacas y en el tejido conjuntivo,
ademas de degeneracion de algunas fibras cardiacas. En el
pulmén no se observaron parasitos ni lesiones tisulares.
Los ratones del grupo control presentaron tejidos normales
(Tabla 2).

Figura 1. Seccion de higado de hadmster con 5 meses de infeccién mos-
trando macré6fagos sinusales cargados de hemosiderina, zonas de disocia-
cion de trabéculas, dilatacion de sinusoides y hepatocitos llenos de amas-
tigotes. Coloracion: Tricrémico de Gomori (1250X).

Figura 3. Seccidn de rifién de raton con cinco meses de infeccién mos-
trando glomerulonefritis proliferativa con formacién de medias lunas y
modificacion del epitelio tubular. Coloracion: Tricromico de Gomori
(600X).

Figura 2. Seccion de higado de hamster con 5 meses de infeccion mos-
trando pérdida de la arquitectura normal, marcada proliferacion de tejido
conjuntivo, ademas de cordones solidos de hepatocitos. Coloracion:
Tricromico de Gomori (1250X).

A los 150 dias (5 meses) se realizaron las siguientes
observaciones: en los testiculos se evidenci6 diseminacion
parasitaria, ademas de engrosamiento de la tinica albugi-
nea con algunas areas contentivas de nidos de amastigotes;
en el epididimo y vesiculas seminales no hubo disemina-
cién parasitaria ni lesiones tisulares aparentes; en el bazo
no se observé diseminacion de parésitos pero si congestion
y presencia de escasos megacariocitos; en el higado no se
presentd diseminacion parasitaria ni lesiones tisulares
aparentes (Tabla 2).

En el rifidn se observd congestidn, algunas areas del
epitelio tubular lisadas, frecuentes acimulos linfocitarios
cercanos a los vasos sanguineos y ausencia de parasitos. A
los cinco meses post-infeccion se observaron amastigotes
intra y extra tubulares, modificaciones del epitelio tubular
y congestion, ademas de glomerulonefritis proliferativa

Figura 4. Seccion de rifion de raton con cinco meses de infeccion mos-
trando amastigotes intra y extratubulares, modificaciones del epitelio
tubular y congestion. Coloracion: Tricrémico de Gomori (1250X).

Discusion y conclusiones

La leishmaniasis cutanea localizada es conocida en el
sureste de México como Ulcera de los chicleros y fue des-
crita por Seidelin en 1912 [16]. Estos autores examinaron
la respuesta tisular del hospedador y su correlacion con
algunas de las caracteristicas de la presentacion clinica,
como por ejemplo la relacién directa entre el tamafio de la
lesion y su tiempo de evolucion y la relacion inversa entre
el tamafio de la lesidn y el nimero de amastigotes presen-
tes en la misma [16].

También se han estudiado los aspectos histopatolégicos
e inmunes relacionados con la evolucion de las lesiones
cutdneas experimentalmente producidas por varias espe-
cies de Leishmania. Estos aspectos estan estrechamente
relacionados con el desarrollo de las lesiones y la resolu-
cion de las mismas [17]. Por otra parte, la descripcion
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macroscopica de los procesos infecciosos de Sporothrix
schenckii y Leishmania mexicana spp. en hamsters inocu-
lados subcutaneamente en el hocico, aportan datos para la
diferenciacion del comportamiento de estos patégenos en
un modelo experimental. La observacion secuencial duran-
te 150 dias demostr6 que la infeccién producida por estos
patdgenos se presenta inicialmente con edema y eritema
local seguido de alopecia, necrosis y ulceracion en el sitio
de inoculacion [18]. En este trabajo describimos los efec-
tos del parésito en los diferentes tejidos examinados y
nuestras observaciones concuerdan con los resultados
reportados por los autores sefialados en la bibliografia
consultada.

Leishmania mexicana amazonensis ha sido reconocida
como un agente etioldgico de la leishmaniasis cutanea en
Latinoamérica y es capaz de producir la clinica atipica de
leishmaniasis con hepatitis, linfadenopatia y diseminacion
[19]. Ademas, también se han estudiado biopsias de piel de
lesiones activas y en proceso de cicatrizacion en animales
infectados y sus controles no infectados, para estudio de
los diferentes tipos de células inflamatorias mediante in-
munohistoquimica [20]. En este estudio se observaron
diferentes patrones histopatoldgicos, los cuales se corres-
pondieron con las observaciones descritas para la LC en
humanos.

También ha sido estudiado el curso de la infeccion,
carga parasitaria y la histopatologia de las lesiones cuta-
neas, ademas de un ganglio linfatico tributario abscedado,
bazo e higado en dos cepas de ratones genéticamente dife-
rentes. En ambas aparecid la lesion primaria a las 12 se-
manas posteriores a la inoculacién con L. mexicana y lue-
go se observo la diseminacion visceral en la cepa genéti-
camente inmunodeficiente [21]. El estudio de la relacién
de la respuesta inmune en la morfologia del granuloma
leishménico inducido mediante inoculacion de L. mexica-
na en la bolsa del carrillo del hamster, sitio que goza de
privilegio inmune, demostrd que el desarrollo de esta res-
puesta inmune no es significativo para el control de la
infeccion [22].

Al inocular hamsters por via subcutanea con L. mexica-
nay L. brasiliensis simultaneamente o con un intervalo en
la pata anterior derecha y el hocico, el curso de la infec-
cién fue independiente para cada uno de los parasitos. En
un grupo de animales se comprob6 metéstasis de la pata al
hocico y la transformacion parcial del granuloma del tipo
tuberculoide al tipo lepromatoso [22]. Zeleddn et al, sugie-
ren que la leishmaniasis cutanea diseminada en el Nuevo
Mundo solamente es producida por parasitos del comple-
jo“mexicana”.

Nuestros resultados mostraron una mayor susceptibili-
dad de los hamsters a la infeccion por L. mexicana compa-
rada con los ratones, en relacion a los siguientes pardme-
tros: a) el tiempo de aparicion de las lesiones fue menor en
los hamsters que en los ratones; b) el desarrollo de las
lesiones fue mas grave en los hamsters que en los ratones;
¢) la mortalidad fue mayor y més temprana en la poblacién
de hamsters. Lo anteriormente expuesto nos permite con-
cluir que existe una mayor susceptibilidad del hamster a la
infeccion por Leishmania mexicana amazonensis en rela-

cion con el raton, ya que las lesiones en el sitio de inocula-
cidn, la diseminacidn tisular y dafios histopatolégicos son
de aparicion mas temprana y graves en los hamsters.
Igualmente observamos mortalidad, siendo ésta mayor en
hamsters que en ratones. La mayor susceptibilidad de los
hamsters con relacién a los ratones se evidencia una vez
mas en este trabajo. La experiencia de nuestro grupo de
investigacion a través de los afios de estudio y comproba-
ciones experimentales lo corrobora y concuerda con la
bibliografia consultada, la cual reporta a lo largo del tiem-
po la mayor susceptibilidad de los hamsters al parasito.
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