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Resumen

Introduccion: La diversidad de las formas clinicas de la leishmaniasis del Nuevo Mundo (desde formas cutaneas
localizadas a diseminadas o formas mucosas) causada por especies del subgénero Viannia podria inferir en la eficacia
de los tratamientos topicos. El objetivo del presente trabajo fue determinar las caracteristicas de la leishmaniasis
cutanea producida por infecciones con Leishmania (V.) braziliensis y L.(V.) panamensis en ratones BALB/c y la
eficacia de un mismo tratamiento topico. Materiales y métodos: Después de la infeccion con cada una de las
especies se realizo seguimiento de las lesiones determinando su tamafio (mm?) y caracteristicas macroscopicas,
cada siete dias por 150 dias. Las caracteristicas histopatoldgicas (en lesiones y 6rganos) fueron determinadas 70,
106 y 150 dias post-infeccion y la eficacia de un tratamiento topico (cura de lesion y parasitologica) fue determinada
después del tratamiento con un gel de miltefosina aplicado una vez al dia por 20 dias sobre las lesiones. Resultados:
Se observo un aumento del tamafio de las lesiones en ambos grupos de ratones, sin embargo, un mayor tamaiio de las
lesiones e intensidad de la respuesta inflamatoria con menos alteraciones epidérmicas fue encontrada en los ratones
infectados con L. (V)) braziliensis. En ninglin grupo se encontraron parasitos en érganos (noédulos, bazo e higado)
ni diferencias en la efectividad del tratamiento topico utilizado. Conclusién: La eficacia del tratamiento topico
utilizado no fue afectada por las diferencias macro y microscdpicas encontradas en la leishmaniasis producida por
las dos especies de Leishmania evaluadas.

Palabras clave: L.(V.) braziliensis, L.(V.) panamensis, ratones BALB/c, miltefosina, patrones histopatologicos,
tratamiento topico, gel.

Abstract

Introduction: The efficacy of topical treatments could be affected by the diversity of clinical forms (localized or
disseminated cutaneous forms, mucosal forms) of New World-leishmaniasis caused by species of Leishmania from
the subgenus Viannia. The aim of this study was to determine the cutaneous leishmaniasis features produced after
infection with Leishmania (V.) braziliensis and L. (V.) panamensis in BALB/c mice and to determine the efficacy of
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one topical treatment. Materials and methods: Cutaneous leishmaniasis lesions were followed up after infection
determining their lesion-size (mm?) and other macroscopic characteristics every 7 days for 150 days. Histopathological
patterns (in lesions and organs) were determined 70, 106 and 150 days post-infection and the efficacy (lesion and
parasitological cure) of miltefosine gel applied topical once a day for 20 days was determined. Results: An increase
of size-lesions was observed in both groups of mice, however, a higher lesion- size and inflammatory response but
lower epidermal changes were observed in L. (V,) braziliensis compared with L. (V) panamensis infected ones. No
parasites were observed in organs (nodules, spleen and liver) and no differences were observed in the effectiveness
of the used topical treatment. Conclusion: The efficacy of the topical treatment used was not affected by the macro
and microscopic differences produced after infection by the two Leishmania species evaluated.

Keywords: L. (V) braziliensis, L. (V.) panamensis, BALB/c mice, miltefosine, histopathological patterns, topical

treatment, gel.

Introduccion

Leishmaniasis son un conjunto de manifestaciones
clinicas causadas por diferentes especies de protozoarios
del género Leishmania y transmitida al hospedero
mamifero a través de insectos flebotomos. Sus
formas clinicas dependen de la especie de parasito
involucrada y del estado inmune del hospedero siendo
la Leishmaniasis Cutanea (LC) el sindrome mas comin
con una prevalencia de 0,7-1,2 millones de casos a nivel
mundial'. El tratamiento se basa en el uso parenteral
de antimoniales pentavalentes (SbY) y en caso de falla
terapéutica o contraindicaciones se utiliza la anfotericina
B (AmB) y sus formas lipidicas, el isetionato de
pentamidina, el sulfato de paromomicina y la miltefosina.
Estos tratamientos convencionales sistémicos presentan
eficacia variable, efectos toxicos como pancreatitis, falla
cardiaca y renal y estan contraindicados en mujeres
embarazadas e inmunosuprimidos. Generalmente son
aplicados en protocolos largos y dolorosos, en puestos de
salud alejadosalas viviendas lo cual hace que los pacientes
abandonen el tratamiento (no adherencia) ocasionando
falla teraputica®. Los tratamientos topicos constituyen
una alternativa atractiva, de facil administracion, bajo
costo y toxicidad, de gran utilidad en pacientes con
lesiones tempranas, pequefas y tnicas**. No obstante,
deben ser aplicados con precaucion en pacientes con
leishmaniasis causadas por especies dermotrépicas del
Nuevo Mundo (especies de Leishmania del subgénero
Viannia) debido al potencial riesgo de diseminacion
y/o la heterogeneidad clinica®. Algunos tratamientos
topicos como termoterapia, electroterapia o la terapia
fotodinamica y el uso de formulaciones tipo ungiientos
o cremas conteniendo paromomicina, imiquimod o AmB
han mostrado efectividad en algunos casos de LC**.
Sin embargo, no hay un tratamiento ideal en LC, pues
el farmaco, la dosis y el tiempo de tratamiento debe ser
individualizado dependiendo de la especie de parasito
involucrada, de las caracteristicas del huésped y las
caracteristicas clinicas de la enfermedad>.
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La leishmaniasis del Nuevo Mundo (leishmaniasis
tegumentaria americana) es multiforme en sus
manifestaciones clinicas (de lesiones cutaneas
localizadas a formas diseminadas y/o formas
destructivas de las mucosas)®’. Las lesiones cutaneas
generalmente son indoloras y cronicas auto-limitadas
afectando principalmente zonas expuestas a los vectores
como la cara y extremidades. Pueden resolverse
espontancamente o formar lesiones no cicatrizantes
que requieren tratamiento. Inician como una papula
eritematosa que evoluciona a un nodulo que se ulcera
pudiendo ser Uinicas o multiples en varias areas del
cuerpo resultantes de la diseminacion hematdgena o
linfatica del parasito’. Microscopicamente se observan
diferentes patrones histologicos en humanos siendo el
mas comun el de dermatitis difusa (85% de los pacientes
con LC) que muestra una epidermis hiperplésica,
ulcerada, escamocostras e infiltrado dérmico difuso
con macrofagos vacuolados, plasmocitos, linfocitos
y amastigotes intracelulares en las papilas dérmicas.
Otros patrones como el de dermatitis granulomatosa
(de granulomas epitelioides, linfocitos y plasmocitos y
escasas células gigantes y amastigotes), el de dermatitis
granulomatosa tipo tuberculoide (con vasculitis y areas
de necrosis fibrinoide) o el de dermatitis difusa con
epidermis normal o atréfica y macréfagos vacuolados
conteniendo abundante amastigotes, pueden ser
observados™®.

La infeccion por L. (V) panamensis en humanos se
presenta inicialmente como una papula que después de
1-2 semanas empieza a evolucionar hasta llegar a una
lesion ulcerada de bordes elevados algunas veces con
pequeiias lesiones satélites y adenopatia localizada. La
lesion incrementa lentamente de tamano y profundidad
y se auto-limita (la mayoria de las veces) después de
cuatro meses de seguimiento’’. Los amastigotes se
encuentran intracelularmente en los macrofagos de la
region superior de la dermis (adyacente a la epidermis)
observandose areas con necrosis. El numero de
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amastigotes es mayor en la lesion papular inicial que en
la tlcera. El perfil inflamatorio revela la predominancia
de macrofagos, linfocitos en la unidn epidermis-dermis,
algunos granulomas y areas con necrosis. También
se observan células plasmaticas, células gigantes y
vasculitis®®. La LC producida por L. (V) braziliensis
ha mostrado lesiones nodulares eritematosas, induradas
con ulceracion central y presencia de exudado®.
Microscopicamente se observa infiltrado dérmico
inflamatorio mixto superficial con presencia de
linfocitos, células plasmaticas, histiocitos y células
epiteliodes con epidermis ulcerada superpuesta,
encontrandose macrofagos parasitados con
amastigotes®’. Las diferencias clinicas e histopatologicas
entre la infeccion con L.(V.) panamensis vs L.(V)
braziliensis en el modelo murino, podrian estar
involucradas en la respuesta a los tratamientos topicos.
Este trabajo pretende determinar estas caracteristicas de
la LC producida por infecciones con estas dos especies
de Leishmania del genero Viannia en ratones BALB/cy
la eficacia de una misma formulacion tdpica.

Materiales y métodos

Parasitos: Se utilizaron promastigotes de L. (V)
braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) y L. (V)
panamensis (MHOM/PA/71/LS94) los cuales fueron
mantenidos en medio Drosophila de Schneider (Sigma
Aldrich®, St. Louis, USA) suplementado con 10% de
suero bovino fetal inactivado con calor (SBFi, Gibco,
Grand Island, USA), a 26°C.

Ratones, infeccion y sacrificio: Se utilizaron ratones
BALB/c de 8-10 semanas los cuales fueron mantenidos
en condiciones controladas de temperatura, humedad,
comida y agua ad [ibitum. Los estudios fueron
desarrollados de acuerdo a la guia y protocolos para
el cuidado y uso de animales de laboratorio aprobado
por el Comité de Etica (Codigo D16-00730) de la
Universidad Industrial de Santander.

Los ratones BALB/c fueron infectados con 5x10°
promastigotes/raton en el dorso, via subcutanea. Un
grupo (N=7) fue infectado con L.(V,) panamensis y otro
(N=7) con L. (V.) braziliensis.

Los animales fueron sacrificados utilizando una
mezcla de anestésicos (Xilacina y Ketamina) a los
70 (N=2), 106 (N=2) y 150 (N=3) dias post infeccion
(p.1). Se realizaron improntas para determinar la
presencia del parasito y se recolectaron fragmentos de
las lesiones, piel, bazo, higado y ganglios linfaticos
los cuales fueron colocados en una solucion de

formalina tamponada al 10% (pH 7,0) para estudios
histopatoldgicos. Las improntas fueron coloreadas
con Giemsa y las biopsias fueron deshidratadas e
incluidas en bloques de parafina para ser cortadas con
micrétomo (5 pum) y posteriormente coloreadas con
hematoxilina y eosina.

Evoluciéon macroscépica de las lesiones post-
infeccion (p.i.): Fue determinada, ratones infectados
con L. (V.) panamensis (N=7)y con L. (V) braziliensis
(N=7). A partir de su aparicion, las lesiones (nédulos
y/o tlceras) empezaron a medirse utilizando
un caliper digital cada siete dias hasta el fin del
experimento (150 dias p.i.). El area de las lesiones
(mm?) fue calculada y se realiz6 registro fotografico.
Se determiné el delta o velocidad de crecimiento
de las lesiones mediante el cociente de la resta de
los valores de tamafio y tiempo de evolucion de las
lesiones (mm?*dia).

Evaluacién histopatolégica de las lesiones: Fue
determinada 70, 106 y 150 dias p.i. En la epidermis
se determiné la presencia de acantosis (aumento en la
proliferacion celular), hiperqueratosis (engrosamiento del
estrato corneo y aumento de queratina), paraqueratosis
(ntcleos en las células del estrato corneo) y espongiosis
(visualizacion de los desmosomas). En la dermis
se determin6d la presencia de infiltrado inflamatorio
(invasion de leucocitos), de granulomas (acimulo
de células inflamatorias), de fibrina y leucocitos y la
presencia de células plasmaticas, macrofagos, linfocitos,
eosinofilos, polimorfonucleares y bacterias. En el bazo
se determind el estado de los nddulos esplénicos, el
infiltrado celular y la presencia de células plasmaticas.
En el higado la presencia de granulomas, fibrosis y
aglomeracion de sinusoides. En los ganglios popliteos se
determind la respuesta inflamatoria. En todos los 6rganos
se determino la presencia de amastigotes.

Los resultados se expresaron utilizando una
escala semi-cuantitativa ajustada a cada patron
histopatologico teniendo en cuenta tanto el grado de la
variable leve (1-15/campo), moderado (16-30/campo)
o severo (>30/campo) en 50 campos microscopicos'”

Determinacion de la eficacia del tratamiento topico:
Dos grupos de ratones con LC de cada especie (N=2)
fueron tratados topicamente a los 70 dias p.i con una
formulacion tipo gel conteniendo 0,5% de miltefosina
(MTF) (Cayman, Michigan, USA) aplicando una
dosis dia por 20 dias®. El tamafio de las lesiones
fue determinado semanalmente y la efectividad del
tratamiento fue determinada dividiendo el tamafio
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de las lesiones antes del tratamiento con el tamafio
15 dias después del fin del tratamiento x 100. Los
resultados fueron comparados con el grupo control. La
presencia de parasitos se evalué microscdpicamente
en las improntas de las lesiones y érganos coloreadas
con Giemsa.

Analisis de resultados: Los resultados fueron
analizados utilizando el software GraphPad Prism®
Version 6,0 (GraphPad Software Inc. San Diego,CA,
USA). Los datos fueron expresados con la media +
desviacion estandar (DS). La evolucion del tamafo
de lesiones de cada grupo fue analizada utilizando
la prueba t de Student multiple. Valores de p < 0,05
fueron considerados estadisticamente significativos.
Los resultados del analisis histopatologico fueron
analizados por dos observadores independientes
obteniendo el indice de concordancia Kappa para las
variables estudiadas.
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Resultados

Evolucion de las lesiones: La evolucion de las lesiones
(n6dulo y ulcera) en las dos especies de Leishmania
se muestran en la Figura 1. Se registr6 un aumento
progresivo del tamafio de las lesiones en los diferentes
dias hasta los 150 dias de observacion. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)
en el tamafio de las lesiones entre las dos especies de
Leishmania siendo de mayor tamafio las producidas
por L. (V.) braziliensis que las de L. (V) panamensis.
En los dias 70, 106 y 150 p.i. el tamaiio promedio de
los nodulos en infecciones por L. (V.) braziliensis fue
de 44,1; 67,4; 106,7 mm?en y de 25,2; 55,2; 93,6mm?
en los infectados con L. (V) panamensis. El tamafio
promedio de las ulceras fue de 4,2; 10,5; 24,1 mm?
en L. (V.) braziliensis y 2,1; 5,9; 10,13 mm? en L. (V)
panamensis.

ave
- B Nodulo - L. (V) braziliensis
s
B Nodulo - L. (V) panamensis

o
A l l I I B Ulcera - L. (V) braziliensis

Il g Ulcera-L. (V) panamensis

Figura 1. Evolucion de las lesiones producidas en ratones BALB/c infectados con Leishmania. La figura muestra en diferentes
dias post-infeccion el area (mm2) del nodulo y de la ulcera que presentaron los ratones infectados con L. (V.) panamensis
(amarillo) y L. (V.) braziliensis (naranja) *Diferencias significativas p<0,05 ** p<0,01 ***p< 0,005.

Caracteristicas macroscopicas de las lesiones: Las
lesiones de los ratones infectados con L. (V.) panamensis
iniciaron macroscopicamente como una papula 62-67
dias p.i. la cual se transformd en un nodulo elevado
e indurado de morfologia irregular. La formacion
de ulcera fue evidenciada en el 57% de los ratones
infectados presentandose como una leve a moderada
invaginacion recubierta de piel con centro eritematoso
y con formacion de costra en algunas de ellas (Figura
2A). La velocidad de crecimiento promedio del nddulo
fue 0,3 mm?¥dia.

Las lesiones en los ratones infectados con L.(V)
braziliensis empezaron a evidenciarse 50-60 dias p.i.
(primero que en las infecciones por L. (V.) panamensis)
con la formacion de una papula que se transformé en un
nédulo regular (ovoide) y menor elevacion que en L. (V)
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panamensis. E1 100% de los ratones formo una tulcera
central, de bordes eritematosos y fondo necrético. La
velocidad de crecimiento promedio del nodulo fue de
0,45 mm?*dia. Algunas lesiones presentaron secrecion
purulenta y eritema en su periferia. La formacion
de costra se observo en todos los ratones infectados
(Figura 2B).

En todas las improntas de las lesiones se observaron
microscopicamente la presencia de abundantes
amastigotes extra e intracelulares (Figura 2). En las
improntas de 6rganos no se observaron parasitos.

Analisis histopatolégico: Después de la infeccion
y dependiendo de los dias en que fueron sacrificados
los animales (70, 106 y 150 dias p.i.), se observaron
cambios estructurales en las diferentes capas de la piel
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(epidermis, dermis e hipodermis) como se muestra en
la Figura 3 para L. (V) panamensis y Figura 4 en L.
(V) braziliensis. En la Figura 3A y 4A se muestra
la estructura de piel normal distinguiéndose la capa
basal, granulosa y el estrato corneo de la epidermis, el

106 dias p.i.

A. 70 dias p.i.

L.(V) panamensis

=

L.(V.) braziliensis

tejido conjuntivo laxo irregular con fibras de colageno,
fibroblastos y macrofagos dispersos de la dermis; el
tejido graso de la hipodermis y el tejido muscular
adyacente (Figura 3Ay 4A).

150 dias p.i. Improntas

Figura 2. Lesiones producidas en ratones BALB/c infectados con Leishmania. Fotografia de las lesiones cutaneas de ratones
(R1 y R2) infectados con L. (V.) panamensis (A.) y de ratones (R1 y R2) infectados con L. (V) braziliensis (B.), 70, 106 y 150
dias post-infeccion. En la tltima columna, se muestran microfotografias (aumento 1000X) de improntas de las lesiones con

amastigotes. A: area del nddulo en mm2. N:noédulo, U:tlcera

En las infecciones con L.(V.) panamensis, 70 dias p.i.,
se observo una leve acantosis o aumento de las capas
de la epidermis; la dermis se observd definida con
leve infiltrado inflamatorio difuso predominante de
linfocitos, polimorfonucleares, cantidad moderada de
macrofagos infectados y amastigotes extracelulares
visualizados hasta el tejido muscular (Figura 3B y
3C). No se observaron focos evidentes de necrosis, ni
sobreinfeccion bacteriana, ni cambios en los foliculos
pilosos y las glandulas sebaceas. A los 106 dias p.i.
se evidenci6 moderada hiperqueratosis y acantosis
en la epidermis, aumento del estrato espinoso y leve
espongiosis (separaciones en las uniones intracelulares).
La dermis y la hipodermis perdieron su delimitacion y
se visualizd un severo infiltrado inflamatorio difuso
con predominio de linfocitos, células plasmaticas y

abundantes macrofagos infectados con amastigotes
(Figura 3D y 3E). A los 150 dias p.i. las alteraciones en
dermis fueron similares, sin embargo, las alteraciones
epidérmicas fueron mas visibles con severa acantosis y
espongiosis, moderada hiperqueratosis y pérdida de la
union dermoepidérmica (Figura 3F).

Enratones infectados con L. (V) braziliensis, se observo
leve acantosis e hiperqueratosis en la epidermis a los
70 p.i. moderado infiltrado inflamatorio difuso con
predominio de polimorfonucleares dispuesto en focos
de inflamacion rodeados de una cantidad moderada de
macrofagos infectados y amastigotes extracelulares en
la dermis y pérdida de la delimitacion entre dermis e
hipodermis (Figura 4B a C). A los 106 y 150 dias p.i.
el patron histopatologico fue similar. En epidermis se
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observ6 moderada paraqueratosis e hiperqueratosis sin ~ necrosis (Figura 4D a F), se observaron abundantes
acantosis, en dermis el infiltrado inflamatorio difuso =~ macrofagos infectados y amastigotes extracelulares.
fue severo con predominio de linfocitos y células  En la Tabla 1, se muestra la intensidad de cada una
plasmaticas, algunos polimorfonucleares y focos de  de las variables.

Figura 3. Caracteristicas histopatologicas de lesiones producidas por L. (V.) panamensis. A. Piel normal; B. 70 dias p.i. infiltrado
inflamatorio en la hipodermis, aumento 100X; C. La flecha indica macréfagos infectados, 1000X; D. 106 dias p.i, infiltrado
inflamatorio difuso con abundantes amastigotes (recuadro), 400X; E. 150 dias p.i Alteraciones en epidermis 1000X. F. Perdida
union dermo-epidérmica, 1000X. EP: epidermis, DE: dermis, HP: hipodermis, MS: musculo, IF: infiltrado inflamatorio, ES:
espongiosis, HQ: hiperqueratosis, AC: acantosis, (*): amastigotes. Las biopsias fueron analizadas por dos observadores, K de 0,6
con un grado de acuerdo sustancial

Figura 4. Caracteristicas histopatologicas de lesiones producidas por L. (V.) braziliensis. A. Piel normal; B. 70 dias p.i.
infiltrado inflamatorio difuso, aumento 100X; C. 106 p.i., proliferacion celular en epidermis e infiltrado inflamatorio 400X;
D. 150 dias p.i. infiltrado inflamatorio difuso; E. Alteracion en la epidermis, acantosis, aumento 1000X; F. La flecha indica un
macroéfago infectado, infiltrado inflamatorio de linfocitos basoéfilos y plasmocitos, aumento 400X. EP: epidermis, DE: dermis,
HP: hipodermis, MS: musculo, IF: infiltrado inflamatorio, PQ: paraqueratosis, HQ: hiperqueratosis, AC: acantosis, L: linfocitos,
P: células plasmaticas. K de 0,7 con un grado de acuerdo sustancial.
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En los odrganos estudiados higado, bazo y ganglio
se observaron cambios histopatologicos similares
para ambas especies. En el higado se observo
ligera aglomeracion de sinusoides, linfocitos y
polimorfonucleares, sin fibrosis o granulomas, en el
bazo se observo una ligera pérdida de la proporcion
entre la pulpa roja y la pulpa blanca con aumento de
foliculos esplénicos, linfocitos y en la pulpa roja con

aumento de eritrocitos, megacariocitos y leucocitos.
Los ganglios se observaron aumentados de tamaio y
microscopicamente se observo un aumento linfocitos
acompaiados de células dendriticas; no se observo la
medula ni el hilio del ganglio. En ningun organo se
observaron amastigotes (intracelulares o extracelulares)
en los campos microscopicos observados (datos no
mostrados).

Tabla 1. Intensidad de las variables histopatologicas estudiadas en lesiones de ratones infectados con L. (V.) panamensis'y L. (V.)
braziliensis. La tabla muestra la intensidad [+(1-15/campo):leve, ++(16-30/campo): moderado, +++(>30/campo):severo] de las

variables encontradas en E: epidermis y D: dermis, 70, 106 y 150 dias post-infeccion. Los cuadros amarillos

para L. (V.)

panamensis y los anaranjados mm para L. (V.) braziliensis muestran las caracteristicas mas sobresalientes. (-): ausencia de la
variable en los campos observados. R: raton. Observacion en 50 campos microscopicos, aumentos de 1000x.

Patron L. (V.) panamensis L.(V.) braziliensis
histopatolégico (dias post-infeccion) (dias post-infeccion)
70 106 150 70 106 150
Rl R2 Rl R2 Rl R2 R3 RI R2 Rl R2 Rl R2 R3
Acantosis + + 4+ + + - + + +
E Espongiosis - - 4+ EEEEEERERRN - - - - - -
Hiperqueratosis - N i = =
Paraqueratosis - - - - - - -
Inﬁltrad(oiiif?lisgmatorio b b ot 4 a4 4
Composicion celular del infiltrado
Linfocitos + o+
Células plasmaticas - -+ 4+
D Polimorfo-nucleares + + - - - - -
Macrofagos S s = S S
Macrofagos infectados ++ ++ +++ ++ A+ A+ 4+
ei?zf:;iﬁ?;::s O A A e
Granulomas - - - - - - - - - - - - - -

Eficacia del tratamiento tépico: El tratamiento topico
con el gel de MTF indujo una disminucion en el tamafio
de las lesiones producidas por L. (V) panamensis y
L. (V) braziliensis de 23,3 = 0.5 a 0 mm? (100% de
disminucion) y de 22,6 = 0,3 a 1,6 = 0,1 mm? (91%
disminucion) respectivamente, 15 dias después del
fin del tratamiento (resultado no mostrado). Por el
contrario, en el grupo control no tratado se observo un
aumento de las lesiones de 22,9 +0,8 a 47,5 £ 1,1 mm?
en L.(V.) panamensis y de 21,6 £1,1 a 49,4 £+ 1,5 mm?
en L.(V.) braziliensis. No se observaron parasitos en las
improntas de lesion y érganos (bazo, higado y ganglio)

de los animales tratados con la formulacion de MTF. En
los ratones infectados con L.(V.) panamensis después
del tratamiento se recuperd la epidermis (ausencia de
acantosis, espongiosis y paraqueratosis); en la dermis
se observo leve infiltrado inflamatorio difuso con
predominio de linfocitos y células plasmaticas con
ausencia de amastigotes en todos los campos evaluados.
En los ratones infectados con L.(V)) braziliensis, se
observo una ligera hiperqueratosis; en la dermis se
observo infiltrado inflamatorio difuso moderado mayor
en comparacion con los ratones infectados con L. (V)
panamensis después del tratamiento.
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Discusion

Los modelos murinos en LC utilizando las especies
de parasitos que afectan a los humanos, nos permiten
entender la enfermedad y evaluar la efectividad de
nuevos farmacos. Esto a diferencia de lo que ocurre
por ejemplo en el modelo experimental murino en
malaria (especificidad del parasito por el huésped), o
inclusive en el modelo experimental en Trypanosoma
cruzi en donde es dificil lograr una infeccion crénica
en los ratones'’. En este trabajo se implementaron
dos modelos experimentales producidos por especies
involucradas en LC del Nuevo Mundo. Los dos
modelos, presentaron similitudes y algunas diferencias
importantes entre si. Se encontré por ejemplo que el
tamafio de las lesiones fue mayor en las infecciones
por L. (V.) braziliensis, que las alteraciones epidérmicas
(acantosis y espongiosis) fueron mas evidentes en
infecciones con L. (V) panamensis y que la respuesta
inflamatoria fue mayor en los animales infectados
con L.(V,) braziliensis. Sin embargo, la intensidad de
la infeccion (macrofagos infectados y amastigotes
extracelulares) y la hiperqueratosis en la epidermis
entre otros fue similar. En general, como algo
muy positivo, los modelos establecidos mostraron
similitudes a lo encontrado en pacientes en lo referente
a la fase silenciosa o asintomatica (sin lesién o
inflamacion aparente) la cual fue de aproximadamente
de 50 dias y a la fase de desarrollo de las lesiones
(lesiones nodulares y ulcerativas muy similares a las de
humanos) histolégicamente con migracion y activacion
de macrofagos, polimorfonucleares y migracion de
células dendriticas y linfocitos)'!. Sin embargo, la fase
cronica caracterizada en humanos por la resolucion de
la lesion asociada con la persistencia del parasito en los
macrofagos y la inmunidad, no se logro totalmente en
el modelo, al menos en el tiempo maximo de estudio
(150 dias p.i.), aunque, los aspectos relacionados con
la respuesta inmune no fueron estudiados. La fase
cronica de LC en ratones BALB/c fue demostrada
en un estudio por otros autores utilizando algunas
condiciones diferentes tales como la infeccion con un
nimero bajo de promastigotes metaciclicos (5x10%) y
un aislado diferente de L. (V.) panamensis'?, observaron
un inicio de lesiones relativamente rapido (20 dias p.i.)
que incrementaron hasta los 60 dias p.i. con cronicidad
(auto-limitadas) por 350 dias, parasitos en lesion,
nédulos linfaticos y en algunos en organos (bazo,
higado), sin signos de cura espontanea'?. Las lesiones
en nuestro modelo no fueron auto-limitadas (al menos
en el tiempo evaluado continuaban creciendo) y no
se observaron parasitos en ganglios, bazo e higado
en los campos microscopicos observados. En LC
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experimental, factores como el numero de parésitos,
sitio de infeccion (oreja, patas, lomo, hocico), especie
y fase del ciclo del parasito (amastigotes, promastigotes
metaciclicos 0 no) o sexo, genética, edad, peso de los
ratones podrian estar afectando la evolucion de la LC,
dificultando también la comparacion de resultados''.
Por ejemplo, algunos autores han demostrado que
infecciones con L. (V) panamensis (107-10% parasitos
en la almohadilla plantar) desarrollaron lesiones de
apariencia tumoral sin ulceracion, necrosis o metastasis
160 dias p.i. presentando un infiltrado inflamatorio
extenso con macrofagos vacuolados (similar a tejido
adiposo) conteniendo abundantes parasitos y necrosis
focalizada, sin cambios aparentes en la epidermis (sin
acantosis e hiperplasia), sin parasitos en higado y bazo
pero con parasitos en nodulos linfaticos'. Ademas,
algunos autores han evidenciado lesiones secundarias
en dedos, talones, cola y orejas en hamsteres
(Mesocricetus auratus) tres meses p.i. relacionado con
la cepa de L. (V) panamensis y la baja produccién de
citoquinas como interferon (IFN)-y'.

Las infecciones con L. (V) braziliensis en ratones
BALB/c han mostrado resultados diversos (diferencias
en la evolucion de las lesiones inclusive en infecciones
con aislados de la misma especie), generalmente sin
produccion de lesiones graves (lesiones nodulares, no
ulceradas) no duraderas (curacidon espontanea), algunas
con permanencia de parasitos en los nddulos linfaticos
o con diseminaciéon de estos a otros organos'> ",
En un estudio realizado en ratones infectados con
promastigotes en fase estacionaria (10° en la oreja)
de L. (V.) braziliensis mostraron lesiones nodulares y
ulceradas a partir de los 21 dias p.i. las cuales aumentaron
hasta el dia 35 p.i. sin embargo, a diferencia del modelo
nuestro, estas curaron espontaneamente y cicatrizaron
63 dias p.i. con presencia de parasitos en lesiones y
también en nodulos linfaticos'®. Es interesante que los
parasitos permanecieron en nddulos linfaticos (mas
no en las lesiones) hasta el final del experimento (70
dias p.i.), adicional a esto la respuesta inflamatoria fue
similar a la nuestra, iniciando con polimorfonucleares,
macroéfagos infectados parasitados seguido de cambios
vasculares, necrosis tisular con posterior presencia de
macrofagos, células epitelioides, linfocitos, células
plasmaticas y parasitos; sin embargo a los 63 dias
p.i. (concomitante con el proceso de cicatrizacion)
se observd deposito de fibras de colageno'®. Esta
resolucion de las lesiones también fue demostrada en un
estudio en ratones infectados con 107 promastigotes en
la almohadilla plantar presentando lesiones moderadas
(nodulares y no-ulceradas) con aumento inicial del
numero de parasitos y del infiltrado inflamatorio (con
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frecuencia de pequefios granulomas nodulares) pero
con disminucién progresiva de lesiones y parasitos,
del infiltrado inflamatorio (macrofagos epiteloides,
eosinofilos, linfocitos y células plasmaticas), de los
amastigotes intracelulares pero evidenciando una
fibroplasia (fibrosis, cicatrizacion), 70 dias p.i.". Las
razones del porque las LC en nuestro modelo fueron
diferentes a los dos casos anteriores estan en estudio. Es
posible que la respuesta inmune de los ratones o algunos
factores de virulencia adquiridos por los parasitos estén
involucrados.

Las diferencias encontradas en las lesiones entre las
dos especies estudiadas, no afectaron estadisticamente
la efectividad del tratamiento tdpico con el gel de
miltefosina (aplicado eniguales condiciones, igual dosis,
tiempo de tratamiento, hora de aplicacion). Diferentes
tasas de curacion que van del 95% en leishmaniasis
visceral causada por L. donovani, del 53% en pacientes
infectados con L.(V.) braziliensis y de 91% para L.(V.)
panamensis en las regiones de Panama, Guatemala y
Colombia han sido reportadas'®?. La efectividad del
tratamiento topico de la miltefosina ha mostrado ser
variable, dependiendo de las caracteristicas del sistema
farmacéutico utilizado y de la especie de Leishmania®'.
La idea que los tratamientos tdpicos puedan brindar
efectividad en casos de LC con diferentes grados de la
enfermedad seria un gran alivio para los pacientes, sin
embargo, estos deberan utilizarse preferiblemente en
combinacion con un tratamiento sistémico (seguramente
este en dosis menos toxicas) para evitar la induccion de
resistencia y el riesgo de complicaciones.

Conclusiones

Se encontraron algunas diferencias en la evolucion y
en las caracteristicas macro e histopatoldgicas entre
las lesiones producidas por L. (V.) panamensis y L.
(V.) braziliensis en ratones BALB/c. La eficacia de un
tratamiento topico (gel de miltefosina) no fue afectada
por estas diferencias.
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