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ABSTRACT

Leishmaniasis is an endemic chronic degenerative disease of the mountains and jungle of Peru
causing a social stigma in people who suffer from the wounds it causes. /n vivo models make it
necessary to study this neglected disease. In the present study immunosuppressed hamsters
Mesocricetus auratus were infected with promastigotes of L. infantum, L. brazilensis, L.
guyanensis and L. peruviana cultivated in vitro in order to observe the progression of the disease
in four months. No disease progression was observed in the time stipulated probably by loss of
virulence of the Leishmania sp. promastigotes used in the challenge. The results show that
infection and progression of leishmaniasis requires conditions such as virulence and viability and
that this is lost due to the passages in vitro cultures.

Keywords: infection, immunosuppression, Leishmania, virulence.

RESUMEN

La Leishmaniasis es una enfermedad crdnica degenerativa endémica de la sierray selva del Peru
que provoca un estigma social en las personas que la padecen por las heridas que provoca. Los
modelos in vivo se hacen necesarios para estudiar esta enfermedad desatendida. En el presente
estudio se infectaron hamsteres Mesocricetus auratus inmunosuprimidos con promastigotes
cultivados in vitro de L. infantum, L brazilensis, L. guyanensisy L. peruviana con el objetivo de
observar la progresion de la enfermedad en cuatro meses. No se observo progresion de la
enfermedad en el tiempo estipulado probablemente por la pérdida de virulencia de los
promastigotes de Leishmania que se utilizaron en el ensayo. Los resultados muestran que para la
infeccion y progresion de la Leishmaniasis se requiere de condiciones como la viabilidad de la
virulencia y que ésta se pierde por los pasajes en los cultivos in vitro.

Palabras clave: infeccion, inmunosupresion, Leishmania, virulencia.
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INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad tropical
olvidada que esta presente en 88 paises,
causada por protozoarios del género
Leishmania, que son transmitidos a los
mamiferos por artropodos como Lutzomyia,
Phlebotomus y Sergentomyia (Diptera;
Psychodidae; Phlebotominae) (Berdjane-
Broux et al. 2012, Rojas 2012). El parasito
tiene un ciclo de vida dimorfico en el cual
reside en forma extracelular como
promastigotes en el vector, y en forma
intracelular como amastigote en los
macrofagos de los mamiferos. Existen dos
subgéneros dependiendo donde se reproduzca
en el insecto vector que son Leishmania y
Viannia (ISU 2010). Esta enfermedad esta
catalogada como la segunda en mortalidad y la
cuarta en morbilidad entre las enfermedades
tropicales, con 20000 a 40000 muertes por afio
(CFSPH 2012).

Los modelos animales sirven para conocer con
mayor exactitud la fisiopatologia de la
leishmaniosis (Oliveira et al. 2014), por lo
tanto se han  desarrollado modelos de
infeccion intradérmica en ratones BALB/c y
en héamsteres Mesocricetus auratus
Waterhouse, 1839, en los cuales los parasitos
migran de la piel a las visceras (De Souza et al.
2001, McCall et al. 2013). Sin embargo, para
ambos modelos la dosis de inoculacion es de
100 a 1000 veces mayor que en una infeccion
natural, porque estos modelos se emplean para
estudiar las rutas de infecciéon en la
leishmaniasis visceral para proveer
conocimiento sobre el mecanismo celular y las
vias de infeccion hasta alcanzar los érganos
internos (McCall ez al. 2013).

Aunque el modelo murino con ratones
BALB/c se usa para el estudio de la
leishmaniasis visceral; este modelo no refleja
necesariamente  la progresion de la
leishmaniasis visceral en humanos; en los
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ratones, la infeccion hepética se resuelve por si
misma; mientras que la infeccion en el bazo es
progresivay muchas veces es asintomatica.
El modelo murino también se ha usado para
evaluar la patogenia de Leishmania major
Yakimoff et Schokhor, 1914 en animales
susceptibles (Laskay et al. 1995, McCall et
al. 2013). En contraste la infeccion en
hamsteres se asocia con una enfermedad
sintomatica, mostrandose como un buen
modelo (Requena ef al. 2000); asi como en el
mantenimiento de amastigotes  usando
pasajes sucesivos entre uno y otro animal
(Zivcec et al 2011, Kushawaha et al. 2012);
siendo las vias de infeccidon en los hamsteres: la
sangre contaminada de donadores, la
transfusion cardiaca y el fraccionamiento de
células mononucleares infectadas (De-Sousa
etal. 1996, Leietal. 2010).

La dosis parasitémica para la infeccion en
modelos animales varia dependiendo del
estudio a realizar. El monitoreo depende del
estado clinico que se espera obtener (Dea-
Ayuela et al. 2007). Algunos estudios utilizan
los amastigotes provenientes de las biopsias de
pacientes positivos por microscopia para
Leishmania y los inyectan directamente en los
hamsteres (Sartori et al. 1987). Es importante
la via de inoculacion y el estadio del parasito.
Los promastigotes en ciertas condiciones
pueden no ser infectivos (Nieto efal. 2011).

Los hamsteres infectados con L. donovani
comienzan con manifestaciones entre los 3 a 4
meses presentando esplenomegalia, caquexia,
y ascitis con una carga parasitémica de 0,1 mL
de 10"a 2 x 10" (Laskay et al. 1995). Otro
estudio detectd los parasitos (Leishmania
infantum - Leishmania chagasi Nicolle, 1908),
via la oreja del hamster en la sangre, bazo e
higado a los 15 dias después de la infeccion. El
modelo del hamster es muy adecuado para
observar las manifestaciones clinicas tipicas
de este tipo de leishmaniasis, incluida la
glomerulonefritis (Sartori et al. 1991, Melby et
al.2001).
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Los modelos usados en el laboratorio muestran
que especies como L. infantum - L. chagasiy L.
donovani se diseminan mejor a nivel visceral
que L. major. Estas especies involucradas en la
leishmaniasis visceral estan mejor adaptadas a
sobrevivir y progresar en el medio visceral
(Leietal 2010).

Aun existe un vacio en el uso de animales
experimentales que simulen la infeccion en el
humano, ademés de las condiciones para que
las especies con mayor prevalencia en el Pera
sean infectivas y causen la clinica de la
leishmaniasis en el modelo del Hamster.

El objetivo del presente estudio fue evaluar la
infeccidn por Leishmania spp. en el hamster M.
auratus, usando promastigotes cultivados in
Vitro.

MATERIAL Y METODOS

Modelo animal: Hamsteres dorados hembras
de M. auratus de un mes de nacidos fueron
acondicionados en jaulas individuales con
ventilacion natural y cama de viruta. El
acondicionamiento se realizo en el Bioterio de
Parasitologia de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos (UNMSM), Lima, Peru. Se
utilizaron 6 grupos de experimentacion: (1) 3
hamsteres como control positivo infectados
con L. infantum; (2) 3 hamsteres infectados
con L. brazilensis; (3) 3 hamsteres infectados
con L. guyanensis; (4) 3 hamsteres infectados
con L. peruviana; (5) 2 hamsteres sin infeccion
como control negativo y 1 hamster
inmunosuprimido con dexametaxona 16
mg-Kg' cada dos dias por una semana; y (6) 3
hamsteres infectados cada uno con L.
brazilensis, L. guyanensis 'y L. peruviana sin
inmunosupresion.

Inmunosupresiéon: Se  suministro
-1 s
dexametaxona 16 mg-Kg~  cada dos dias por

Leishmania spp. in hamsters

una semana. Adicionalmente se administrd
ciclosporina 15 mg-Kg'/1 semana, via oral
post infeccion (Melby ef al. 2001). Se evalud
la inmunosupresién por el recuento
leucocitario por puncion cardiaca del animal
sacrificado con cloroformo wusando 10 ul de
sangre y 90 ul de Solucion Thurt. Esta
solucion hemolisa a los eritrocitos y deja a los
leucocitos. La comparacién se realizd
utilizando un animal inmunosuprimido y uno
sin supresion previo a la infeccion.

Viabilidad de Promastigotes: Fue evaluada a
través de la toma de una alicuota con un asa de
siembra de 10 ul y colocandose bajo la
observacion del microscopio con un aumento
de 400 X para la confirmacion de células
viables moviles.

Leishmanina: 0,15 mL de promastigotes de
las especies L. infantum, L. brazilensis, L.
guyanensis y L. peruviana auna concentracion
de 2x10’ crecidos en un medio liquido axénico
de Sneider facilitaron la multiplicacion y
forma infectiva via intraperitoneal (Duran et
al. 2010). Se afeitd6 la zona izquierda del
abdomen de los hamsteres, se inyecto 0,1 mL
por via subcutdnea de leishmanina 25 ug-mL"
de L. peruviana en la zona abdominal. Se
observd alas24hy48hsiexistiaunareaccion
en forma de péapula. El procedimiento se
repitio en forma similar usando 0,01 mL de
leishmanina (Berdjane-Broux et al. 2010) y
clinicaa unmes posterior a la infeccion.

Observacion microscopica del higado
teiiido con Giemsa y Eosina-Hematoxilina:
a 120 dias en una campana saturada de la
solucion cloroformo, se disectd el animal
asépticamente tomando muestras de higado de
los 3 hamsteres con L. brazilensis. Las
muestras del higado se tomaron usando un
pedazo de bajalenguas estéril y colocandolas
en laminas portaobjetos para el procedimiento
de tefiido por Giemsa para la observacion
microscopica (Handman 2001). Para el tefiido
con Giemsa se realizd una dilucién con una
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gota de Giemsa/ImL de agua destilada dejando
la muestra por 30 min. Se lavd con agua de
caflo para quitar el colorante. Para el tefiido con
Eosina-Hematoxilina se procedid a cortar para
separar el higado de los tejidos contiguos,
luego las areas cortadas se pasaron por una
bateria de alcoholes etilicos y finalmente por
parafina. Esta seccion finalmente se corté con
un micrétomo, seguidamente se tifio con
Eosina-Hematoxilina, se montd en la lamina
portaobjetos con un cubreobjetos y se observo
al microscopio optico a400X de aumento.

Procedimiento del PCR (High Resolution
Melting “HRM”): Las muestras hepaticas
también se colocaron en tubos eppendorf en
alcohol etilico de 96° para las pruebas
moleculares por “High Resolution Melting
PCR”. Se procedio a extraer el ADN de los
tejidos hepdaticos de los hamsteres con L.
infantum, L. brazilensis, L. guyanensis 'y L.
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peruviana. Se amplificd una region del ADN
del Kinetoplasto correspondiente al
minicirculo de Leishmania, utilizando
cebadores que muestran las curvas patrones
para cada especie evaluada.

RESULTADOS

Se realizo el recuento leucocitario luego de
suministrar dexametaxona por una semana
obteniendo en el hamster inmunosuprimido:
14800/10 ul de sangre y en el Hamster no
inmunosuprimido: 28000/10 ul de sangre. En
la prueba de la leishmanina no se observo
papula alguna usando 0,ImL o 0,01 mL de
leishmanina. No se logré identificar alguna
lesion clinica en los hamsteres a los 120 dias.
No se logro observar presencia de amastigotes
en el frotis realizados con Giemsa (Tabla 1).

Tabla 1. Tincion con Giemsa del tejido hepatico en biisqueda de amastigotes.

Especie de L. . L. L. Control
Leishmania/Observacion  infantum  brazilensis guyanensis  peruviana  Negativo
Microscopica a 1000X de
la Tincion Giemsa
Presencia de Amastigotes
No Presencia de X X X X

Amastigotes

La coloraciéon hepatica con Eosina
Hematoxilina vista a 400x de los Hamsteres 1-
3 evidencia infeccion por L. brazilensis con
cuerpos extrafios (flechas rojas), pero no

amastigotes (Figs. 1-3). La Fig. 4 muestra los
Resultados de HRM para diferenciacion de las
cuatro especies de Leishmania .
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Figura 1.Tincion hepatica con Eosina Hematoxilina vistaa400x del Hamster-1 infectado por L. brazilensis con la observacion
de algunos cuerpos extrafios (flechas rojas).

Figura 2. Tincidn hepatica con Eosina Hematoxilina vista a 400x del Hamster-2 infectado por L. brazilensis con la observacion
de algunos cuerpos extraiios (flechas rojas).

Figura 3. Tincioén hepatica con Eosina Hematoxilina vistaa400x del Hamster-3 infectado por L. brazilensis con observacion
de algunos cuerpos extrafios (flechas rojas).

371



The Biologist (Lima). Vol. 13, N°2, jul-dec 2015

Rojas-Jaimes & Iannacone

Muestras

Mormalized minus Agua

L. peruviana

L. guyanensis /

L. amazonensis

L. braziliensis

70 75

80 85

deq.

Figura 4. Resultados de HRM para diferenciacion de especies de Leishmania spp.

DISCUSION

La infeccién en hamsteres cuando se desarrolla
y refleja la enfermedad es similar al ser
humano, al presentarse una enfermedad
sintomatica y que puede llegar a ser fatal. Se
recomienda por los tanto a este animal como un
modelo adecuado (Requena ef al. 2000). Uno
de los factores mds importantes para que se
manifieste la enfermedad en el modelo
hamster es el mantenimiento de amastigotes
usando pasajes sucesivos de un animal a otro
(Zivcecetal. 2011, Kushawahaeral. 2012). En
este estudio se tomd a promastigotes
cultivados in vitro que probablemente
perdieron la virulencia por los pasajes
sucesivos en el laboratorio y por lo tanto no
fueron observadas manifestaciones clinicas en
el tiempo de evaluacion, a pesar de que la dosis

de promastigotes fueron las adecuadas segun
estudios previos, y ademas los animales fueron
inmunosuprimidos sin reaccién a la
leishmanina (Fig. 1) (Engwerda et al. 2004,
Dea-Ayuela ef al. 2007). Se ha mencionado
que el estadio del promastigote es el
determinante para que se pueda presentar la
enfermedad (Jimenez et al. 2002). El estadio
recomendable para la infeccién es el
promastigote metaciclico, y este se obtiene
cultivando el pardsito en un medio
ligeramente acido a pH 5,5, o amastigotes
obtenidos de biopsias positivas para
Leishmania (Gamboa et al. 2008). La tincion
con Giemsa para identificar amastigotes en
los tejidos de los animales fue negativa (tabla
1). Ademas con la tincion con Eoxina-
Hematoxilina tampoco se identifico al parasito
en el tejido hepatico (Figs. 1-3). La fase del
promastigote metaciclico puede ser
identificada morfolégicamente por la forma
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del cuerpo del parasito y el rango entre el
tamafio del cuerpo y el flagelo (Gamboa et al.
2008). En este estudio aunque no se observo
la morfologia del pardsito se esperaria no
encontrar el estadio del promastigote
metaciclico que es la mas virulenta por serun
cultivo in vitro. E1 PCR por “High Resolution
Melting” (HRM) tampoco detecto la presencia
de ADN de L. infantum, L. braziliensis, L.
guyanensis 'y L. peruviana en tejido hepatico.
Sin embargo, se dedujo que existid cuerpos
extrafios en este tejido infectado por L.
brazilensis (Fig. 4).

Se concluye que la infeccion y progresion de
la enfermedad de la Leishmaniasis in vivo en
Hamsteres con promastigotes de Leishmania
requiere de ciertas condiciones como la
inoculacién de promastigotes metaciclicos,
parasitos aislados de pacientes o de animales
de laboratorio donde los factores de virulencia
se mantienen.
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