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RESUMEN

Introduccién: laleishmaniasis visceral se considera la forma més severa de las leishmaniasis y puede llegar a ser fatal en ausencia
de tratamiento oportuno. En América Latina la infeccién es causada por Leishmania infantum (syn. Leishmania chagasi). El
diagndstico inequivoco y la seleccion de un adecuado modelo experimental son una necesidad para emprender estudios con este
agente bioldgico. Objetivo: determinar la utilidad de la técnica de inmunohistoquimica en la identificaciéon de Leishmania.
Métodos: los animales se inocularon con promastigotes de Leishmania infantum. Se monitored el peso corpora de cada animal
y se determind el peso relativo de bazos e higados. Para la identificacion de amastigotes se prepararon improntas coloreadas con
Giemsa y se desarrollé un protocolo de inmunohistoquimica en tejido incluido en parafina. Resultados: se reprodujo la infeccion
en el modelo experimental. La técnica de inmunohistoquimica fue positiva en los cortes de los animales infectados y no reactiva
para el grupo control. Al comparar con la tincion mediante Giemsa, esta metodologia facilité la identificacion, particularmente
en Organos con escasos parasitos. Conclusiones: la inmunohistoquimica es una herramienta especifica para la deteccion de
Leishmania, facilita la observacion y evita confusiones en la identificacion del parasito, lo que mejora la calidad del diagndstico.
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INTRODUCCION

La leishmaniasis constituye un espectro de
enfermedades causada por protozoos del género
Leishmania. Afecta a diferentes paises de variados
contextos geograficos y corresponde a unainfec-
¢ion antropozoonética que llega al hombre por la
picadura de insectos infectados.!

Lamanifestacion clinicacon comprometimiento
de las visceras es conocida como leishmaniasis
viscera (LV), que es endémicaen 62 paisesy co-
loca en riesgo a 200 millones de personas, esti-
mandose 500 000 nuevos casos por afio.? Se
considera una enfermedad emergente en franca
expansion en &reas tropicales y subtropicales, es
laformamaés severadelasleishmaniasis, con 98 %
demortalidad en ausenciade tratamiento oportuno.®

! Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”.

La enfermedad es extremadamente polimorfica
y laobservacion del parasito en los tejidos es ne-
cesaria para confirmar el diagndéstico. Los amas-
tigotes pueden ser identificados por tincion con
Wright, Giemsao L eishman en preparacionescomo
frotis 0 secciones de tejidos obtenidos de lesiones
en lapiel, bazo, higado, médula 6seay aspirados
de nddul os linfaticos. Este procedimiento puede
[levar a resultados falsos negativos por el bajo
ndmero de parasitos en las muestras clinicas o por
dificultades en la identificacién morfol6gica.*
Otros métodos convencionales, parael diagndstico
parasitol 6gico, incluyen al cultivoinvitro defrag-
mentos o de aspirado detegjido y lainoculacién en
animales de laboratorio. La baja sensibilidad de
estos procedi mientos hace que los resultados sean
frecuentemente inconclusos, requieren de repeti-
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dastomas de muestras asi como de personal adies-
trado.® El andlisis histopatol 6gico de 6rganos in-
fectados como €l bazo, higado, néduloslinféticos
y médula ésea, es otro de los métodos para la
deteccion de parésitos intracelulares; aunque los
amastigotes, con frecuencia, no son fécilmente
reconocidos y la observacion de las [aminas te-
fiidas con hematoxilina-eosina, en ocasiones, no
aportan resultados concluyentes.® La inmuno-
histoquimica (IHQ), por medio de anticuerpos
especificos, permitelaidentificacién del parasito
y ha sido descrita como técnica de alta sensibi-
lidad. Este procedimiento puede utilizarse como he-
rramienta complementaria para confirmar el
diagnostico sospechado en secciones teflidas con
hematoxilina-eosina, particularmente en érganos
gue no tienen alta carga parasitaria.’

El objetivo del presente trabajo fue imple-
mentar, en €l |aboratorio del I nstituto de Medicina
Tropica “Pedro Kouri” (IPK), un protocolo de IHQ
para detectar Leishmania, en muestras incluidas
en parafina, segun técnica de rutina para histo-
patologia, como metodol ogiaalternativaal ensayo
directo detincion con Giemsa.

METODOS

PARASITOS

Se utilizé la cepa de Leishmania infantum
(L. infantum) MHOM/BR2000/MERIVALDO,
gentilmente cedida por el Dr. Pontes de Carvalho
del Centro de Investigaciones Gongalo Moniz-
FIOCRUZ, Salvador, Bahia, Brasil. Los parasitos
fueron cultivados como promastigotes a26 °C en
medio RPMI (Sigma Chemical, St Louis, USA),
suplementado con 10 % de suero fetal bovino,
100 U/mL depenicilinay 100 pg/mL desulfato de
estreptomicina (SigmaChemical, St Louis, USA).
Serealizaron subcultivosy se utilizaron los paré-
sitos en la fase estacionaria de crecimiento. Los
promastigotes se lavaron con solucion salina es-
téril por centrifugacion al 500 x g durante 10 min
y gjustada la concentracion a 107 parasitos.

ANIMALES
Como animal de experimentacion se utilizo el

hamster Mesocricetus auratus, cepa AURA.
Animales machos jovenes, de aproximadamente

30 d deedad y peso entre 80 y 90 g se obtuvieron
del Centro Nacional de Produccion de Animales
de Laboratorio (CENPALAB, La Habana-Cuba)
y mantenidosen el Bioterio del IPK. Losanimales
secolocaron en jaulas de policarbonato de 180 cm?,
con acceso libreaaimentoy agua. L os experimentos
se realizaron siguiendo las guias institucionales
sobre el manejo y cuidado de animales de labora-
torio, establecidasinternacional mente.

INFECCION EXPERIMENTAL

Seanestesiaron 20 hdmsters por inhalacién con
éter y se inocularon por via intraperitoneal .2 Se
inocularon 10 animales con 107 promastigotes
metaciclicos de L. infantumy se utiliz6 como ve-
hiculo 200 uL de salina estéril. Otros 10 animales
se utilizaron como controles negativos, por lo que
solorecibieron e vehiculo. Losanimaesinoculados
con promastigotes se dividieron en 2 grupos: 4
hamsters fueron sacrificados ala semana 14 pos-
inoculacion (p.i.), y 6, asi como los controles, ala
semana35 p.i. El peso decadaanimal se monitored
antesy p.i., semanalmente, hasta el momento del
sacrificio. Después de la eutanasia, por asfixiaen
atmosferade éter, €l bazo e higado de cadaanimal
se extrajeron de manera aséptica y se pesaron
en balanza analitica (Denver Instrument). El
peso relativo delos 6rganos se determind tenien-
do en cuenta la relacion: peso individual de
cada 6rgano/peso del animal respectivo.

ANALISISDELOSTEJDOS

Fragmentos de bazo e higado se colectaron
para la blsqueda de amastigotes. Se prepararon
improntas’y las laminas se fijaron con metanol
por 3 min, se tifieron con Giemsa (Quimefa) por
10 miny selavaron con aguacorriente. Este mate-
rial se observo a microscopio Optico con objetivo
de inmersion (100 x) y ocular de 10 x. Paralela
mente, secciones del bazo seincluyeron en parafi-
nay se cortaron en fragmentos de 5 pm para
realizar ladeteccion del parasito mediante IHQ 0.

INMUNOHISTOQUIMICA

Se utiliz6 como anticuerpo primario, un suero
anti-Leishmania, obtenido en conejo producido en
el Laboratorio de InmunologiaMolecular y Celular,



FIOCRUZ, Salvador, Brasil; cortesia del doctor
WLC dos Santos. El protocolo de trabajo fue €
sguiente:

Desparafinado: se logré mediante €l pase de
los cortes por xileno (10 min), y graduaciones de-
crecientes de alcohol etilico (100° 10 min; 90°
10 min; 50°5miny 30°5 min).

Rehidratacion: los cortes se lavaron conse-
cutivamente con agua corriente, agua destilada y
solucion tampdn fosfato salino (PBS) 0,1M pH 7,2.

Tratamiento con tripsina: 1os cortes fueron
sometidos a digestion enzimatica con 0,1 % de
tripsinay cloruro de calcio. Seincub6 a37 °C du-
rante 30 miny serealizaron 3 lavados con PBS.

Bloqueo: laactividad endégenadelafosfatasa
seinhibi6 por incubacién deloscortesen solucién
detetramisol 1 mM durante 20 min atemperatura
ambiente. Se lavé 3 veces con PBS por 5 min.
Las reacciones inespecificas se bloquearon con
suero bovino (SB) a20 % en PBSy seincub6 por
20 min atemperatura ambiente.

Anticuerpo: La experiencia se repetié con las
dilucionesde anticuerpo policlond siguientes: 1/500,
1/1 000 y 1/2 000, en PBS que contenia SB a
0,5 %, durante toda la noche a 4 °C, en camara
himeda. Como controles negativos, de latécnica,
se reemplaz6 el anticuerpo primario por suero no
inmune de congjo, de hamster y PBS. Laespecifici-
dad del anticuerpo primario también seanalizd sobre
cortes de tgjidos de hAmsters parasitol 6gicamente
negativos a Leishmania (animales controles).

Revelado de la reaccion: los cortes se incu-
baron con un anticuerpo marcado con biotina 'y
con €l complejo estreptavidina-fosfatasa. Ambas
incubaciones fueron de 15 min con un lavado in-
termedio, con PBS, de5 min. El revelado seredlizo
siguiendo las instrucciones del juego comercial
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a tras 14 semanas, b: 35 semanas de infeccion.
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Dako New Fuchsin, confuchinay fosfato de naftol
como cromégeno. La reaccion fue monitoreada
por observacion en microscopio 6ptico Olympus,
conlentede 10xy 20X, y sedetuvo por inmersion
delaslaminas en agua destilada. Las preparaciones
se observaron con objetivo 40 x y las fotografias
se tomaron con una camara digital acoplada al
microscopio.

ANALISISESTADISTICO

Seutiliz6 € método Kolmogorov Smirnovy se
aplico la pruebat de Student de comparacion de
medias para analizar la diferencia de peso de los
organosentrelosgruposinoculadosy loscontroles.

RESULTADOS

Laevaluacion parasitol6gicaindicd € compro-
metimiento viscera entodoslosanimalesinoculados
con L. infantum. El examen delostejidos mediante
el estudio de improntas coloreadas con Giemsa
mostré estructuras, caracterizadas como amas-
tigotes, en las 14 y 35 semanas p.i. (Fig. lay 1b,
respectivamente). La observacion de las laminas
correspondientes alas 14 semanas p.i., por € es-
caso numero de parasitos, demandd tiempo y
esfuerzo, para lograr un resultado diagndstico
preciso. Sin embargo, en las |&aminas correspon-
dientesalas 35 semanasp.i., por laatainfeccion,
resultd muy evidente laidentificacion delos para-
sitos. Los amastigotes se observaron en el citosol
de macro6fagos, asi como extracelulares.

Se observl inmunodeteccion positiva en los
cortes de bazo de hdmster infectados experimen-
talmente con L. infantum. La positividad estuvo
dada por una coloracién de rosado afucsiaintensa,

Fig. 1. Improntas de bazo, tefiidas con Giemsa, extraidos de hamsters infectados con

Leishmania infantum.
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que se observo a los 30 min de exposicion del
sustrato (Fig. 2 a). No se observo reaccion en los
cortes de tejido de los animales del grupo control
ni enloscontrolesinternosdelacoloraciénde lHQ
(Fig. 2b). El blogueo con SB fue eficiente unavez
gue no se visualizaron reacciones inespecificas.
L os experimentos realizados con el anticuerpo
primario permitieron escoger a 1:1 000 como di-
lucién optima.

El comprometimiento visceral, caracteristica
clinicadelalV, seapreciaenlasfiguras3y 4. En
los animales inoculados se observaron érganos
aumentados de tamafio, hecho no asociado a pér-
didas ni aincrementos apreciablesen el peso. Las

a con suero hiperinmune anti-Leishmania.

diferenciasresultaron altamente significativas para
e peso relativo de los higados (Fig. 3) y de los
bazos (Fig. 4) de los animales inoculados y sus
controles, paracadagrupo, con valoresde p= 0,009
y p= 0,00009, respectivamente.

DISCUSION

Diferenteshan sido |os métodos descritos para
el diagnéstico de la LV.**2 Sin embargo, en la
leishmaniasis, como para otras enfermedades in-
fecciosas, la identificacion del agente etiol 6gico
continua siendo el diagndstico de referencia.’®

b: control negativo (ausencia de suero hiperinmune).

Fig. 2. Inmunohistoquimica en corte histolégico de bazo de hamster infectado con

Leishmania infantum.
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Fig. 3. Comparacion del peso relativo de los higados (PR-Higado)
de hamsters inoculados con Leishmania infantum y animales
controles. Las muestras se tomaron a las 35 semanas
posinoculacion. Diferencia significativa con p= 0,009.
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Fig. 4. Comparacion del peso relativo de los bazos (PR-bazo) de
hémsters inoculados con Leishmania infantum y animales
controles. Las muestras se tomaron a las 35 semanas
posinoculacion. Diferencia significativa con p= 0,000009.



En este trabajo se demostré por IHQ la presencia
de amastigotes de L. infantum, en tejido de
hamster, mediante laobservacion microscopicade
inmunopreci pitados citoplasméti cos de color fuc-
siaintenso. Se obtuvo un buen contraste entre €l
tejido de fondo y las células con marcaje de
antigenos, lo cual demostrd que los pardmetros
seleccionados paraladigestién enzimatica, bloqueo
contrareacciones inespecificas, dilucion del anti-
cuerpo, asi como |lostiempos deincubacion, resul -
taron eficientes. Latripsinizacion también resulto
eficiente. La tripsing, a igual que otras enzimas
proteoliticas, puede utilizarse para potenciar la
reaccion porque desenmascara o recupera los
antigenoseincrementalapositividad y € contraste
entre la reaccion especifica y la coloracién
inespecifica de fondo.** Se observé nitidez de las
[&minas, un resultado positivo bien definido y un
contraste evidente entre los tejidos positivosy los
controles. Por otraparte, se comprob0 |a especifi-
cidad del método por la ausencia de reaccion al
aplicar el suero noinmune de conejo, de hamster o
PBSen sustitucion del anticuerpo anti-Leishmania.
Laespecificidad del anticuerpo primario también
fue definida porque no hubo inmunodeteccion al
utilizarlo enloscortesdetejido delosanimalesdel
grupo control. Al combinar elementos inmuno-
[6gicos, histol 6gicosy bioquimicos, lalHQ permite
locdlizar un antigeno mediante el uso deanticuerpos
especificos. Es un procedimiento relativamente
sencillo deatasensibilidad y especificidad que ha
sido til para el diagnéstico de diversas enferme-
dades asi como en estudios de biologia celular.®s
La literatura apoya €l desarrollo de esta técnica
para la identificacion de Leishmania,'®* como
alternativaalasdificultadesencontradasen €l diag-
nostico parasitoldgico. La caracterizacion mor-
foldgica de amastigotes en cortes de tejidos,
convencionalmente realizada por tincion con
Giemsa en frotis 0 secciones histopatol 6gicas
tefii das con hematoxilina-eosina, requiere un ana-
lisis cuidadoso y prolongado, sobre todo cuando
los parasitos son escasos.” Estas dificultades se
evidenciaron en €l presente trabajo a analizar las
preparaciones tefiidas con Giemsa, obtenidas a
las 14 semanas p.i. Con la experiencia del mi-
croscopista no quedo excluidalanecesidad de re-
visar las [&minas en méas de una ocasion, lo que
demandd esfuerzo y prolongé el resultado diag-
nostico. Al evaluar las ldminas obtenidas a las
35 semanas p.i., lavisualizacion de los parasitos
fue inmediata, se consider6 como consecuencia
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de la profusion de la infeccidn. En nuestra expe-
riencia, lalHQ demostro ser Gtil como herramienta
complementaria para confirmar el diagndstico de
lainfeccion visceral, particularmente en 6rganos
con pocos amastigotes (semana 14), quefacilitael
resultado diagndstico.

L osresultados comprobaron que se reprodujo
experimentalmente y de forma progresiva, la
manifestacion visceral delaleishmaniasisen el
modelo animal seleccionado. El aumento de las
dimensionesy del peso delos érganos, en €l grupo
inoculado, demostro tropismo delainfeccién hacia
el bazo. Lasdiferenciassignificativasparael peso
relativo de higados y bazos con sus respectivos
controles apoyan la observacion de una marcada
esplenomegdiay unahepatomegaliamenosintensa.
Aungue la patogenia de la LV no esta totalmente
dilucidada, se sabe quelos macréfagos parasitados
diseminan lainfeccién atodas las partes ddl orga-
nismo con tropismo definido amédula dsea, higado
y bazo.’® También se describe que en animales
infectados la pérdida de peso es un indicador de
infeccion severa.’® Los resultados del presente
trabajo no coinciden con lo anterior, una vez que
se observaron estadios con alta produccion de
amastigotes (semana 35) no asociados a pérdidas
apreciablesen el peso corporal. Desde el punto de
vista préctico esto se consider6 un resultado posi-
tivo, que puede facilitar la realizacién de experi-
mentos a largo plazo sin la depauperacion de los
animales.

En la actualidad, los modelos seleccionados
paralalLV experimental son el ratony el hamster.
Los megjores resultados, con el modelo murino, se
han relacionado con lainfeccion subclinica. En el
hamster dorado, Mesocricetus auratus, es donde
sereproducen los hallazgos clinico patol 6gicos ob-
servados en la enfermedad humana.® Esta condi-
ciénlo convierteen el modelo mejor definido dela
LV, apesar delaescasadisponibilidad dereactivos
para |os estudios inmunol 6gicos y moleculares.?
Por nuestros resultados se sugiere la utilidad del
hamster en el disefio de ensayos prolongados, los
gue en ocasiones son una necesidad en |os estu-
dios de laLV experimental. A su vez, se aportan
evidenciasdelautilidad delalHQ en laidentifi-
cacién de Leishmania, con ato grado de contraste
entreel parasitoy lacélulahospedera, aun cuando
los amastigotes en €l tgjido no eran abundantes.
Esta es una técnica especifica y respecto a la
tincion con Giemsa, hace més evidente la obser-
vacion del antigeno y evitalas confusiones en la



262

identificacion del parasito, lo cual mejoralacali-
dad del diagnostico. Se concluye que la IHQ es
una herramienta util en el diagnéstico de la
leishmaniasis, que podriaser utilizadacon éxito en
lainvestigacion y aun facilitar el diagnostico re-
trospectivo. Futuros estudios son necesarios refe-
rentealasensibilidad delalHQy su relacion con
otras herramientas diagnésticas.
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Detection of Leishmaniainfantumin an experimentally-
-infected hamster usingimmunohistochemistry

ABSTRACT

Introduction: visceral leishmaniasis is considered the most
severe form of this disease and can be fatal if not properly
treated. In Latin America, the infection is caused by Leishmania
infantum (syn. Leishmania chagasi). The unequivocal diagnosis
and the selection of a suitable experimental model are required
to undertake studies on this biologic agent. Objective: to
determine the advantages of immunohistochemistry in
identifying Leishmania. M ethods: hamsters were inoculated
with Leishmania infantum promastigotes. The body weights of
every anima were monitored, and the relative weights of their spleens
and livers were estimated. For identification of amastigotes,
Giemsa-stained imprints and an immunohistochemistry protocol
in paraffin-embedded tissues were developed. Results: the
infection was reproduced in the experimental model. The
immunohistochemistry was positive in infected animal sections
and non-reactive for the control group. When compared with
the Giemsa staining, this methodology facilitated the
identification, particularly in organs infected with few parasites.
Conclusions: immunohistochemistry is a specific tool for
detection of Leishmania since it facilitates observation and
eliminates any confusion in the identification of the parasite,
thus improving the quality of diagnosis.

Key words: L. infantum, visceral |leishmaniasis, hamster,
immunohistochemistry.
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