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cutanea localizada.

Ana Lugo-Yarbuh!, Manuel Valera!, Maritsa Alarcon?, Elio Morenol,
Gloria Premoli—Percoco? v Cesare Colasante’

Hnvestigaciones Parasitolégicas "José Francisco Torrealba", Facultad de Ciencias

2Instituto de Investigaciones Odontoldgicas, Facultad de Odontologia y 3laboratorio
de Fisiologia de la Conducta, Facultad de Medicina. Universidad de los Andes, Mérida.
5101. Venezuela.

Palabras clave: Leishmaniasis cutdanea, amastigotos, microvasculatura dérmica,
neutrofilos.

Resumen. En el presente estudio se analizaron las lesiones dérmicas
de 8 pacientes con leishmaniasis cutanea (LC), procedentes de caserios
ubicados en las cercanias de las cuencas de los rios Chama-Mocoties del es-
tado Mérida, Venezuela. Las lesiones de los pacientes fueron diagnostica-
das de acuerdo al criterio clinico, parasitolégico e inmunocitoquimico. Los
parasitos de las lesiones cutdneas fueron identificados por la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) como Leishmania (Viannia) brasiliensis.
Histopatol6gicamente, las lesiones mostraron infiltrado inflamatorio de cé-
lulas mononucleares y polimorfonucleares. En la dermis se observaron reac-
ciones granulomatosas y amastigotos. Los cortes histolégicos de una de las
lesiones del paciente N° 5 mostraron vasos sanguineos morfolégicamente
afectados con antigeno de Leishmania en la superficie endotelial, vasos di-
latados con parasitos en su luz y células mononucleares. El frotis de la mis-
ma lesion cutdnea mostré amastigotos en el citoplasma de neutréfilos. Las
reacciones de inmunofluorescencia indirecta (IFI) ¢ inmunoperoxidasa in-
directa (PAP) realizadas sobre estas lesiones, revelaron amastigotos y ma-
terial antigénico adsorbido sobre las paredes de los vasos sanguineos, asi
como amastigotos libres en la luz de los vasos sanguineos dérmicos. Basa-
dos en estos resultados, se concluye que en la piel de algunas lesiones cuta-
neas, es posible reconocer la presencia de los pardsitos tanto intracelulares
como extracelulares, en estrecho contacto con los vasos sanguineos dérmi-
cos y libres en la luz capilar, lo que favoreceria el desplazamiento del para-
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sito por via sanguinea. Este proceso determinaria la posibilidad de producir
infecciones secundarias y la propagacion de la infeccion en las areas endémi-
cas de leishmaniasis, donde el parasito circula entre los reservorios domésti-
cos y silvestres, los insectos vectores y el hombre que viven en esas dreas.

Detection of Leishmania (Viannia) braziliensis in vascular
endothelium lesions of patients with localized cutaneous
leishmaniasis
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Abstract. In the present study, we examined the cutaneous lesions of 8
patients with cutaneous leishmaniasis, from regions situated near the rivers
Chama-Mocoties, in Merida state, Venezuela. The lesions of the patients were
diagnosed on the basis of clinical, parasitological and inmmunological exami-
nations. The Polymerase Chain Reaction (PCR) assay showed infection by
Leishmania (Viannia) brasiliensis in cutaneous lesions samples. Histopatho-
logy of skin biopsy specimens showed inflammatory infiltrates of mononuclear
and polymorphonuclear leukocytes. Granulomatous reactions and amastigotes
were observed in the dermis. The histological sections of the cutaneous le-
sions in one patient (N°5), showed alterations in the integrity of dermal blood
vessels, leishmanial antigens on the superficial endothelium and free parasites
in the capillary lumen and inside mononuclear cells. The Leishmania amasti-
gotes also were detected in the cytoplasm of neutrophils in Giemsa-stained
imprints. The skin biopsies examined using immunofluorescence (IFI) and
immunoperoxidase assay (PAP), showed amastigotes and antigenic material
adsorbed on the vecinity of the walls of dermal microvessels. Based on these
results, we concluded that in the cutaneous lesions it is possible to show the
presence of intra and extracellular parasites, attached to wall of the dermal
blood vessels and free, in the capillary lumen. The circulating parasites in pe-
ripheral blood may allow the possibility of developing secondary infections as
well as the propagation of the infection in endemic arcas of leishmaniasis,
where the parasite circulates between domestic and wild reservoirs, vector in-
sects and humans living in those areas.

Recibido: 05-11-2001. Aceptado: 14-10-2002.

INTRODUCCION de personas estan expuestas al riesgo de
contraer la infeccion y mas de 12 millones
de estas personas estan infectadas. La inci-
dencia es de aproximadamente 400.000
nuevos pacientes por afo, constituyendo un

La leishmaniasis es una enfermedad
endémica tanto en el viejo como en el nue-
vo mundo, donde alrededor de 350 millones
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problema de salud prtblica en algunas regio-
nes de América, Asia, Africa y Europa (1-3).
Es una infeccién causada por alrededor de
13 especies y subespecies de parasitos per-
tenecientes al género Leishmania y trans-
mitidos a través de la picadura de insectos
hemato6fagos pertenecientes a los géneros
Phlebotomus y Lutzomyia (4). Venezuela, al
igual que la mayoria de los paises neotropi-
cales, es un area altamente endémica para
la leishmaniasis donde son afectados tanto
los pobladores rurales como los periurba-
nos, presentandose también situaciones en-
démicas, asi como pacientes esporadicos en
sitios suburbanos cercanos a areas de vege-
tacion (5-8).

En esas poblaciones, el curso de la infec-
cion en humanos y animales puede verse afec-
tada por la respuesta inmune del hospedador,
por la virulencia de las especies de Leishma-
nia o por ambos factores, los cuales son capa-
ces de producir un amplio espectro de la en-
fermedad que abarca desde la infeccion cuta-
nea, la forma desfigurante de la mucosa oro-
nasal hasta la forma letal de la leishmaniasis
visceral (9, 10). El proceso inicial de la leish-
maniasis cutdnea se manifiesta por un foco
de proliferacion de macrofagos en la dermis,
los cuales pueden producir metdstasis por
desplazamiento del parasito por via sanguinea
o linfitica, pudiendo provocar focos secunda-
rios patentes en la piel, mucosas o visceras
(11, 12). Otros autores han demostrado la
dispersion de L. brasiliensis desde el sitio de
inoculacion a los ganglios linfaticos (13),
ademas de metastasis tardias en diferentes
zonas de la piel, acompanadas de la invasién
al higado y al bazo en animales experimenta-
les (14, 15). También se ha demostrado hi-
pertrofia de las células endoteliales y vasculi-
tis en los pacientes con Leishmaniasis cuta-
nea (LC), asi como la deteccion de los parasi-
tos en los leucocitos polimorfonucleares de la
sangre periférica (11, 16, 17). El presente
trabajo describe los hallazgos histopatologi-
cos en las lesiones dérmicas en ocho pacien-

tes con leishmaniasis cutianea y muestra la
presencia de amastigotos extracelulares dis-
persos en la luz de los capilares sanguineos
dérmicos de la lesion cutanea de uno de los 8
pacientes examinados.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes con Leishmaniasis cutanea

Un grupo de ocho pacientes prove-
nientes de caserios situados en la con-
fluencia de los rios Chama y Mocoties,
zona ubicada entre 71°54’ de Latitud Oes-
te y 08°54’ de Latitud Norte ocupada por
los Municipios Auténomos Tovar, Pinto
Salinas y Sucre del Estado Mérida, en Ve-
nezuela, fueron atendidos en el Servicio
de Dermatologia Sanitaria de Tovar
(Fig. 1). Todos los pacientes fueron exami-
nados y el estudio clinico registro la infor-
macion relacionada con la residencia, ocu-
pacién y edad de los pacientes, asi como
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Fig. 1. Mapa geogrifico que muestra el sector
de las cuencas de los rios Chama y Mo-
coties con las localidades de proceden-
cia de los ocho pacientes con leishma-
niasis cutdnea investigados (drea pun-
teada) en el estado Mérida, Venezuela.
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la localizacién, el niimero y tiempo de evo-
lucién de las lesiones cutdneas. El test in-
tradérmico de Montenegro (IDRM) fue apli-
cado a cada uno de los pacientes, inyectan-
do intradérmicamente sobre la cara interna
del antebrazo derecho una dosis de 0,1 mL
de antigeno de Leishmania sp. El didmetro
de la induracién fue medido 48 horas des-
pués de aplicada la inyeccién y considera-
da positiva cuando fuera mayor de 5 mm
de didmetro.

Exdmenes microscéspicos en los frotis de
las lesiones cutaneas

Pequenios fragmentos del tejido cuta-
neo fueron separados del borde de las lesio-
nes y frotados suavemente sobre laminas
portaobjetos. Después de secado el material
a temperatura ambiente, las preparaciones
se fijaron con metanol durante 15 min y se
colorearon con Giemsa al 20% en tampén
Sorensen durante 45 min y luego examina-
dos bajo el microscopio en las magnificacio-
nes de 400x, 1000x y 2000x.

Estudio histopatolégico de las lesiones
cutaneas

Parte del material biopsiado fue corta-
do en pequenas porciones y fijadas con for-
malina neutra al 10% durante 2 h. Después
de la deshidratacion en diferentes concen-
traciones de alcohol, las muestras fueron
procesadas para la inclusion en Paraplast.
Las secciones de 7 um cortadas en un micro-
tomo (American Optical) fueron desparafi-
nadas, hidratadas y coloreadas con Hemato-
xilina y Eosina (HE).

Aislamiento de los parasitos de las lesio-
nes cutineas

Pequenas muestras de las lesiones cuta-
neas fueron separadas y transferidas a tubos
de ensayo que contenian medio de cultivo
NNN e incubados a 25°C. A partir de los 7
dias los cultivos fueron revisados para la de-
teccion de las formas promastigotas del pa-

rasito. Otras muestras de las lesiones cuta-
neas fueron maceradas en PBS a pH 7,2,y
un volumen de 0,2 mL del homogeneizado
fue inyectado intradermalmente en la re-
gion dorsal tarsal de hamsteres machos
(Mesocrisetus auratus). lLos tarsos de los
animales infectados fueron revisados periddi-
camente para verificar el desarrollo de los
nodulos cutdneos. Al cabo de tres meses es-
tos animales fueron sacrificados por sobrea-
nestesia con cloroformo y los fragmentos de
las lesiones podales, del higado y bazo fue-
ron pasados a tubos con el medio de cultivo
NNN para reconocer el desarrollado de los
parasitos de Leishmania contenidos en estos
tejidos.

Extraccion y procesamiento de las mues-
tras de sangre

Las muestras de sangre periférica fueron
obtenidas de los pacientes por venipuntura y
centrifugadas a 12000 g durante 20 min para
la separacion del suero, 150 ul. de cada una
de las muestras de suero fue agregado a 50
uL de una suspensiéon de Chellex-100-iron
(Bio-Rad Laboratories Hercules) al 20% y
1 uL de proteinasa K (20 mg/mlL), incubadas
1 h a 65°C y calentadas en bano de Maria por
10 min. La resina fue precipitada por centri-
fugacion durante 1 min y porciones de 25 uL
del sobrenadante fueron separadas y utiliza-
das en cada ensayo de PCR.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Los oligonucleétidos F1 (5-
GTOGGAGCAGGGACAGC-3") v F2 (5-A-
CATCTGGAACCTCTCCC-3’) fueron deriva-
dos de L. braziliensis. La mezcla de reac-
cién consistié de 50 mM KC1, 10 mM Tris-
HCI, pH 8,8, 1,5 mM MgCl,, Triton X-100 al
1%, 0,2 mM de cada NTPs, 1 uM de cada ini-
ciador y una unidad de Taqg-polymerasa
(Promega Corporation, Madison, Wis). La
amplificacion del DNA fue realizada en un
termociclador (Perkin Elmer Cetus, Nor-
walk, Conn.), con el siguiente perfil de tem-
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peratura: ler ciclo, 5 min a 94°C; 2do ciclo
10 veces (1 min a 60°C, 1 min a 72°C y 1
min a 94°C ) y el 3er ciclo repetido 25 veces
(1 min a 60°C, 1 min a 72°C, 1 min a 93°C).
El cuarto ciclo consistié de 1 min a 60°C y
S min a 72°C.

La electroforesis fue realizada colocan-
do 10ul. de cada muestra producto de la
PCR en geles de agarosa al 3%. Las bandas
de DNA amplificadas fueron transferidas a
filtros de nylon e hibridizadas con digoxige-
nina. El amplificado tinico de 126 pares de
bases (pb) especifico para Leishmania
(Viannia) bragziliensis fue visualizado con
Bromuro de Etidio. El ensayo de la PCR fue
controlado con un marcador de peso mole-
cular pGEM (Promega), controles positivos
representados por muestra de sangre de pa-
cientes infectados con L. brasiliensis y con-
troles negativos formado por los componen-
tes de la mezcla de la reaccion libre de DNA.
La prueba de hibridacion fue detectada por
quimioluminiscencia con un Lumi-pHos 530
(Boehringer Mannheim). El tiempo de expo-
sicion se mantuvo en un rango de 5 a 20
min. Todas las reacciones presentadas en
este estudio fueron realizadas simultdnea-
mente con cada muestra de sangre de los pa-
cientes y con el mismo stock de reactivos, el
mismo equipo y muestras controles.

Estudio serolégico

La sangre de los pacientes fue colecta-
da por venipuntura y mantenida a tempera-
tura ambiente hasta la completa separacion
del suero sanguineo. Las concentraciones
de anticuerpo anti-Leishmania fueron de-
terminados en el suero sanguineo de los pa-
cientes mediante la reaccion de inmuno-
fluorescencia indirecta (IFT), usando como
antigeno promastigotos de L. brasiliensis
(M/HOM/Ve/93/MAMU-93) colocados so-
bre laminas portaobjeto y el anti-suero an-
ti-humano IgG-FITC (Sigma, St. Louis)
(18). El ensayo inmunoenzimatico (ELISA)
fue realizado siguiendo las instrucciones de

los reactivos comerciales (Sigma, St Louis).
Cada paciente fue considerado positivo
cuando las dos reacciones ser6logicas resul-
taron positivas.

Estudio inmunohistoquimico

Los cortes histologicos de 7 um de
las lesiones cutdneas de los pacientes fue-
ron desparafinados, hidratados y procesa-
dos por la reacciéon de IFI. Los cortes fue-
ron cubiertos con una solucion de suero
normal de cabra (SNC) al 30% en PBS a
pH 7,2 y Tritén 0,1% (soluciéon 1) durante
30 minutos. Luego fueron incubados con
el antisuero de ratén anti-T. crusgi diluido
1:500 en la solucién 1 durante 45 minutos
en una camara himeda y a temperatura
ambiente. Las preparaciones se incubaron
con el antisuero anti-ratéon [g¢G conjugado
con Isotiocianato de Fluoresceina (FITC)
diluido 1:500 durante 1 hora. Al cabo de
este tiempo se lavaron 3 veces con PBS a
pH 7,2, durante 5 min cada vez y se cu-
brieron con glicerina tamponada (9:1) y
laminilla cubreobjeto para la observacién
de parasitos y antigeno fluorescente de
T. cruxzi.

La inmunotincion por PAP consistié
en la incubacién de los cortes de las lesio-
nes cutaneas, con H,0, al 3% en metanol
por 30 min. Las preparaciones lavadas con
PBS a pH 7,2 durante 5 min, fueron incu-
badas sucesivamente con SNC diluido
1:30 en la solucién 1 por 30 min, antisue-
ro de conejo anti-T. crugi diluido 1:30 en
la solucion 1 por 1 hora, lavadas 3 veces
con PBS a pH 7,2, ¢ incubadas con al anti-
suero de ratéon IgG-Peroxidasa 1:500 (Sig-
ma St. Louis) por 45 min. La reaccion fue
revelada con 3,3 Tetracloruro de Diamino-
bencidina y contracoloreada con Hemato-
xilina de Mayer, hidratadas con alcohol
isopropilico, xilol y cubiertas con Balsamo
de Canada y laminilla cubreobjeto para la
identificacion de antigeno de T. crusi
(19).
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RESULTADOS

Como se muestra en la Tabla I el grupo
de pacientes estuvo conformado por 3
(37,5%) mujeres y 5 (62,5%) hombres con
edades comprendidas entre 10 y 33 afios.
Estos casos presentaron de 1 a 3 lesiones
cutaneas activas localizadas en la cara, bra-
z0s, torax y piernas con 30 a 90 dias de evo-
lucion, algunos pacientes mostraron lesio-
nes ulceradas (Fig. 2). Los pacientes desa-
rrollaron una IDR de Montenegro promedio

de 14x18 mm a 25x27 mm de diametro.
Los titulos de anticuerpos anti-Leishmania
variaron entre 1:512 y 1:2048 y 1:800 y
1:4000 con las reacciones IFI y ELISA res-
pectivamente. Los resultados de la PCR
confirmaron la infeccion con L. (Viannia)
brasziliensis en todos los pacientes, con una
banda tnica de amplificaciéon de 126 pares
de bases (pb), en un gel de agarosa tenido
con Bromuro de Etidio. En la Fig. 3 se ob-
servan los canales 2 y 3 correspondientes a
los controles positivos formado por las

TABLA 1
DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO DE LOS PACIENTES CON LEISHMANIASIS CUTANEA
Caso N° Edad Sexo N°de Ubicacion de IDRM Anticuerpos séricos Inmuno PCR
(Afos) (M-F) lesiones las lesiones (mm) IFI ELISA  Histoquimica (Sangre)
IFI/PAP
1 10 M 1 Cara 17x22  1:512 1:800 +/+ +
2 16 M 2 Brazo-Cara 14x18 1:1024 1:3200 ++/+ +
3 18 F 2 Pierna 18x13  1:512  1:4000 ++/+ +
4 21 F 1 Cara 25x27 1:1024  1:800 +/+ +
5 21 M 3  Brazo-Pierna 18x21 1:2048 1:4000 +++/++ +
6 25 M 2 Pierna 16x20 1:1024  1:1600 +/+ +
7 31 F 1 Brazo 19x17  1:512 1:800 +/+ +
8 35 M 1 Torax 15x20  1:1024  1:1600 ++/+ +

M: Masculino; F: Femenino; IFI: Inmunofluorescencia indirecta; ELISA: Ensayo inmunocnzimatico; PAP: Peroxida-
sa-anti-peroxidasa; Reaccion positiva (+, ++, +++); PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa.

Fig. 2. Lesion ulcerada en el brazo izquierdo de uno de los casos con leishmaniasis cutanea.

[nvestigacion Clinica 44(1): 2003



Deteccién de L. braziliensis en endotelio vascular

67

muestras de sangre de pacientes infectados
con L. bragiliensis y en los canales 1 y 13
los controles negativos desarrollados con la
mezcla de reaccion libre de DNA. Los cana-
les 4 al 11 muestran la reaccion positiva en
las muestras de sangre de los 8 pacientes
infectados con L. (Viannia) brasiliensis. El
canal 12 corresponde al pGEM-DNA usado
como marcador de peso molecular.

La inyeccion intradérmica del homoge-
neizado de las lesiones cutdneas de cada pa-
ciente en los tarsos posteriores de los hams-
teres, produjo la formacion de nédulos cu-
tdneos con didmetro promedio de 10 mm,
lo que demuestra la riqueza parasitaria del
material inoculado asi como la infectividad
en el higado y el bazo de estos animales.
Estudio histopatolégico e inmunohis-
toquimico

En los cortes histologicos de las lesiones
cutdneas del paciente N° 5, fue frecuente la
presencia de un intenso infiltrado de células
mononucleares y polimorfonucleares domi-
nantes en el darea dérmica. Estas lesiones
también mostraron la presencia de vasos san-
guineos dilatados con parasitos en su luz o en
areas de hemorragia en un tejido dérmico
muy edematoso ¢ inflamado cuya estructura
normal estd perdida (Figs. 4 a, b, ¢). Histol6-
gicamente todos los cortes de las lesiones cu-
taneas de los pacientes 1, 2, 3, 4, 6, 7y 8 que
fueron coloreados con HE mostraron vasos
sanguineos de aspecto normal, escaso infiltra-
do celular y amastigotos dispersos en la re-
gion dérmica como se muestra en la lesion
cutdnea de uno de los pacientes estudiados
(N¢ 8). En el resto de los pacientes la histopa-
tologia de las lesiones cutaneas fue similar a
la observada en el paciente N° 8 (Figs. 4 d, ¢).

El ensayo inmunohistoquimico realiza-
do sobre las secciones histoldgicas de la le-
sién cutdnea del paciente N° 5 revelé una
combinacién de uno o mas patrones antigé-
nicos. La reaccion de IFI mostré material

12345678910111213

Fig. 3. Ensayo de PCR especifico para Leishma-
nia (Viannia) brasiliensis. Las lineas 4 al
11 muestran sefiales positivas de ampli-
ficacién por PCR banda tinica de 126 pb,
desarrollada con las muestras de sangre
de los 8 pacientes con leishmaniasis cu-
tanea; 2 y 3 controles positivos; 1y 13
controles negativos y la linea 12 mues-
tra al pGEM-DNA usado como marcador
de peso molecular.

antigénico sobre la superficie endotelial
vascular y libres en la luz de los microcapi-
lares dérmicos (Figs. 5 a, b, ¢ ). Con la reac-
cion PAP el antigeno de L. (Viannia) brasi-
liensis fue detectado en la superficie de las
células endoteliales. Los frotis de la lesion
cutanea del paciente No. 5 coloreados con
Giemsa, mostraron abundantes amastigo-
tos, plasmocitos y amastigotos en el cito-
plasma de los neutréfilos (Figs. 6 a, b).

DISCUSION

Las diversas especies de Leishmania
responsables de la enfermedad producen en
los tejidos afectados severas reacciones ce-
lulares, las cuales se relacionan con una se-
rie de eventos inmunoldgicos responsables
de los diferentes aspectos clinicos observa-
dos en el hombre (20).
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En el curso de la leishmaniasis tegu-
mentaria americana sé6lo ocasionalmente
pueden observarse Leishmanias intramono-
citicas circulando en la sangre periférica
(21), o dentro del citoplasma de eosino6fi-
los y neutréfilos de lesiones cutdneas (22),
mientras que en los pacientes con infeccio-
nes mucosas, esta condicién intracelular
del parasito usualmente no se observa aso-
ciada con la parasitemia de las células poli-
morfonucleares (11, 23, 24). Algunos in-
vestigadores consideran que esta asocia-
cion celular es observada en los frotis de
sangre periférica de pacientes con leishma-
niasis que se encuentran en condiciones
clinicas muy particulares, lo que probable-
mente sea un factor indicativo de una alta
densidad parasitaria en los pacientes con
leishmaniasis visceral asociados al estado
de inmunocomprometidos (25, 26). Estas
aseveraciones han sido demostradas por el
xenodiagnoéstico aplicado a los pacientes
infectados con el virus de la inmunodefi-
ciencia humana (HIV) (27, 28), aun
cuando el diagnostico de la LC usualmente
se basa en la identificacion de los parisitos
intracelulares en las muestras de lesiones
cutdneas bien sea en cortes tefidos, en
muestras de lesiones cultivadas, con el uso
de anticuerpo monoclonal o por la prueba
de PCR (29, 30). La observacion intraleu-
cocitaria de los amastigotos también con-
firma la infeccion por las diferentes espe-
cies de Leishmania (31). Robledo y col.
(32), proponen que los anticuerpos especi-
ficos contribuyen con la persistencia de pa-
rasitos vivos en los monocitos de la sangre
periférica, lo que sugiere que los amastigo-
tos en los fagocitos mononucleares, contri-
buyen con la sobrevivencia de los parasitos.
En tal sentido, pudiera asumirse que leish-
manias viables en el torrente sanguinco
pueden ser transmitidas en areas poblacio-
nales donde el parisito circula entre los
flebotominos transmisores, animales reser-
vorios y el hombre que se encuentran en

las areas endémicas andinas (33-35). Al
contrario de lo que ocurre en algunas lesio-
nes cutdneas infectadas con L. bragiliensis,
donde los parasitos son generalmente esca-
sos y dificiles de detectar. En este estudio
las preparaciones microscopicas de las le-
siones cutaneas de los ocho pacientes exa-
minados, mostraron abundantes amastigo-
tos intradérmicos junto a una intensa reac-
cién celular con alteracién tisular, plasmo-
citos y amastigotos infectando neutrofilos.
Estas observaciones indican el papel fago-
citico de estas células contra el parisito.
En este trabajo se observaron los parasitos
tanto intracelulares en fagocitos polimor-
fonucleares, como extracelulares dispues-
tos en la luz de los vasos sanguineos dilata-
dos en un tejido dérmico muy edematoso e
inflamado, como lo revelaron los cortes
histolégicos de fragmentos de una lesion
del paciente N° 5 y coloreadas con HE. No
se ha encontrado ninguna referencia que
mencione este hecho. Este hallazgo pudie-
ra estar relacionado con la diseminacién
hemat6gena de los parasitos, desde la le-
sién primaria o desde el sitio de inocula-
cion de los promastigotos por la picadura
de los flebotominos a la célula hospedado-
ra, alcanzando de esta manera las cavida-
des y la posterior invasién de los 6rganos
mas profundos del cuerpo.

Numerosos esfuerzos han sido orienta-
dos a fin de conocer el proceso de dispersion
de los parasitos de Leishmania sp o de sus
productos antigénicos a otros tejidos, tales
como el hepatico y esplénico del hospedador
vertebrado (23, 16, 11, 24, 36). En este es-
tudio, los pacientes examinados correspon-
den a pacientes no inmunocomprometidos,
en cuyas lesiones cutaneas fue detectada
una alta densidad parasitaria, intenso infil-
trado linfomonohistiocitario y destruccion
dérmica, debida posiblemente a la presencia
de inmunoglobulinas en los plasmocitos y a
la acumulacién de complejos inmunes (1).
Por otro lado, en los cortes de la lesion del
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Fig. 4. Seccion histolégica de una lesién cutdnea del paciente N° 5. a) células inflamatorias, tejido
dérmico disgregado y amastigotos en un vaso sanguineo dilatado (O) (Aumento 250X);
b) ampliacion de la Figura 4a, que muestra amastigotos entre un grupo de eritrocitos (O).
¢) tejido dérmico edematoso e inflamado y vasos sanguineos dilatados con parasitos en su luz
(YY) (Aumento 1000X).
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Fig. 4. Seccién histol6gica de una lesion cutanea del paciente N° 5. d y e) cortes histolégicos de una
lesion cutanea del paciente N° 8 que muestran vasos sanguineos dérmicos de aspecto normal,
escasas células inflamatorias y amastigotos en la regiéon dérmica (Tincién: Hematoxilina y Eo-
sina). (Aumento1000X).
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Fig. 5. Reaccion de fluorescencia en un corte histolégico de lesion cutdnea del paciente N° 5. Se ob-
serva antigeno de L. (Viannia) brasiliensis localizado: a) en la pared endotelial (¥); b) en la
luz de un vaso sanguineo dérmico (V) y ¢) adherido al endotelio vascular dérmico (A). (Au-
mento 1000X).
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L ¢

Fig. 6. Frotis de fragmento de una lesion cutanea del paciente N° 5 coloreado con Giemsa que mues-
tra: a) Abundantes amastigotos y un neutréfilo (=) con un amastigoto en su citoplasma (A) y

b) plasmocito (=) y un neutréfilo (=) con un amastigoto en su citoplasma (A). (Aumento
2000X).
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paciente N° 5 la reaccion de IFI y PAP reve-
laron, ademas, depdsitos de antigeno de
Leishmania, algunos asociados con las célu-
las endoteliales de los vasos sanguineos der-
males, lo que posiblemente corresponda al
antigeno soluble de Leishmania segun lo re-
portaron Ridley y Ridley (37). A diferencia
de lo que ocurre en las lesiones de la mucosa
nasal profunda en humanos con leishmania-
sis mucocutdnea, donde se observan amasti-
gotos en el endotelio vascular proliferante
junto al infiltrado perivascular celular, licue-
faccion del cartilago y vasculitis aguda con
necrosis coagulativa de las paredes de los pe-
quenios vasos sanguineos (1). En la lesién cu-
tdnea del paciente N° 5, el material inmuno-
fluorescente detectado en la superficie de
los vasos sanguinecos dérmicos, pudiera ser
interpretado como restos antigénicos digeri-
dos por los macrétagos y adsorbidos sobre la
superficic interna de la microvasculatura
dérmica. Este material antigénico pudiera
representar el exoantigeno citofilico, como
fuera descrito por Farah y col. (38) en LC
del viejo mundo y por Sells y Burton (39) en
leishmaniasis experimental en ratas por la
técnica de inmunoperoxidasa.

Generalmente se acepta que en huma-
nos los parasitos de Leishmania crecen, se
multiplican y pueden vivir a salvo dentro del
macrofago hospedador y sélo pueden ser
destruidos fuera de estas células (40, 41), a
diferencia de lo que ocurre con los amasti-
gotos de Leishmania que infectan a los la-
gartos, los cuales se multiplican primaria-
mente en los trombocitos. Este hecho ha
sido interpretado como un estado temprano
en la adaptacién de los pardsitos al hospe-
dador vertebrado, en el cual aparentemente
se comportan como parasitos de las células
en la sangre periférica, siendo este un paso
evolutivo el cual precede a la adaptacion
viscerotrépica o dermotropica (42).

Recientemente, Dominguez y Torafno
(43) senalaron la importancia de la relacion
que se establece entre los promastigotos de

Leishmania con las plaquetas y los eritroci-
tos, principalmente en la eliminacién de los
parasitos en los seres humanos resistentes a
la infeccion y en otros vertebrados infectados
con Leishmania. Otros investigadores han de-
mostrado que estos parasitos pueden ser des-
truidos dentro de las células, lo cual indica el
activo papel de las células hospedadoras con-
tra el parasito. No estd muy claro si la célula
tiene éxito en matar al parasito o si en condi-
ciones desconocidas, éste es capaz de matar a
la célula, escapar de ella y quedar finalmente
circulando extracelularmente (44, 45).

El conocimiento de las relaciones en-
tre las leishmanias y las c¢élulas de sus hos-
pedadores, es de considerable importancia
para conocer tanto el establecimiento de la
infeccion como el destino del parasito (22).
En este estudio los mecanismos de destruc-
cion celular son desconocidos. La observa-
cion de los amastigotos libres dentro de los
vasos sanguineos dérmicos, pudiera ser in-
terpretada como el resultado del ataque pa-
rasitario contra la célula hospedadora, por
lo que la circulacion sanguinea de los para-
sitos conducirian al establecimiento de nue-
vas lesiones cutdneas en otras regiones del
cuerpo de los pacientes infectados. En este
sentido, la presencia de parisitos en la cir-
culacion sanguinea y el infiltrado celular
mononuclear alrededor y sobre las capas su-
perficial y profunda de los vasos sanguineos
dérmicos, revelarian en cierta forma otra de
las caracteristicas diferenciales del subgé-
nero Leishmania (46). También se ha argu-
mentado que el estado de “especiacién” del
subgénero Viannia, le adjudicaria diferen-
cias importantes en los patrones de evolu-
cion de la infeccion y en el desarrollo de los
nédulos y dleeras cutaneas, hechos que pu-
dieran quedar determinados por la virulen-
cia y la capacidad de visceralizacion de los
parasitos del subgénero Leishmania (47,
48). Otras investigaciones han relacionado
la presencia de L. (Viannia) brasiliensis en
las lesiones cutaneas curadas y en la sangre
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de pacientes que recibieron un prolongado
tratamiento antimonial, con la participa-
cién de estos pacientes en el ciclo de trans-
misién de la enfermedad tanto en dreas en-
démicas como en las no endémicas (49).
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