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Resumen

Burna, A.N.; Catuogno, M.S.; Sanchez Negrette, M.; Mirad, A.; Maccio, O.A.: Efecto
de la diminacina en hamsteres inoculados con Leishmania chagasi. Rev. vet. 24: 2, 133-137,
2013. La leishmaniosis es una enfermedad causada por protozoarios del género Leishmania,
que afecta al hombre y animales a través de la picadura de insectos infectados. La diminaci-
na es una droga con actividad in vitro inhibitoria del crecimiento de Leishmania donovani;
también ha sido utilizada para el tratamiento contra tripanosomosis y babesiosis. El objetivo
del presente trabajo fue comprobar el efecto de diminacina in vivo como tratamiento anti-
leishmaniasico en hamsteres, y en caso afirmativo transpolarla como alternativa terapéutica
para el control y posible erradicacion de la leishmaniosis en caninos. Se utilizaron 26 ham-
steres agrupados en cuatro lotes de 6-7 animales cada uno: (a) inyectados con diminacina, (b)
inoculados con Leishmania chagasi, (c) inoculados con L. chagasi ¢ inyectados con diminaci-
na, y (d) controles. La inoculacion se efectué con un macerado de bazo extraido de un canino
naturalmente infectado con L. chagasi. La diminacina fue administrada a razén de 3,5 mg/kg
via IM. Los frotis y cortes histopatologicos de los hamsteres infectados revelaron amastigotes
de L. chagasi. Los ejemplares infectados y tratados con diminacina mantuvieron un mejor
estado de salud que aquéllos privados de tratamiento, lo cual sugiere que la droga tendria un
efecto benéfico en el organismo del animal infectado.
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Abstract

Burna, A.N.; Catuogno, M.S.; Sanchez Negrette, M.; Mirad, A.; Maccio, O.A.: Effect of
diminazine in hamsters inoculated with Leishmania chagasi. Rev. vet. 24: 2, 133-137, 2013.
Leishmaniosis is a disease caused by protozoa of the genus Leishmania, which is transmitted
to human beings by the bite of infected insects. Diminazine is a drug with proven in vitro
growth inhibition activity of Leishmania donovani and has also been used for the treatment
against trypanosomosis and other parasitic diseases. The aim of this study was to determine
the effect of diminazine in vivo as an antileishmanial drug in hamsters for the possible ex-
trapolation and thus potential use as a therapeutic alternative in dogs. Twenty six hamsters
were divided into four groups, two groups of 6 animals each, and two groups of 7 each. Some
animals were inoculated IM with macerated spleen from a dog naturally infected with Leish-
mania chagasi. The diminazine treated group and the control animals inoculated with the pro-
tozoa presented amastigotes of L. chagasi in smears and in histopathological sections. Dimin-
azine treated animals remained in better health state unlike the control group inoculated with
L. chagasi. Results suggest that diminazine would have a beneficial effect in infected dogs.
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INTRODUCCION

La leishmaniosis es una enfermedad causada por
protozoarios del género Leishmania. Es una infeccion
antropozoonotica distribuida en diferentes areas del
planeta, que se transmite al hombre por la picadura de
insectos vectores ®. La manifestacion clinica que in-
cluye compromiso de las visceras es conocida como
leishmaniosis visceral y es producida por el “comple-
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jo donovani” que incluye las especies L. donovani, L.
infantum y L. chagasi. En el Nuevo Mundo la forma
visceral es fundamentalmente causada por L. chagasi
y transmitida por el vector Lutzomyia longipalpis >*.
Estudios de la infeccion en ratones, plantean que
este modelo no reproduce las caracteristicas de la leish-
maniosis visceral activa en seres humanos, y que el ra-
ton muestra un rapido aumento de la densidad parasi-
taria con induccion de una respuesta celular especifica
capaz de controlar la infeccion ! . Diferente comporta-
miento se registro al emplear el hamster como modelo
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experimental en el estudio de la leishmaniosis visceral
activa, pues en ellos hay pérdida de la respuesta inmu-
ne celular especifica al antigeno, de forma similar a lo
que ocurre en el hombre 2. Se ha demostrado que la
infeccion sistémica por L. donovani en hamsteres re-
sulta en un aumento progresivo de la carga parasita-
ria en higado y bazo, hepatoesplenomegalia, caquexia,
pancitopenia y muerte '°.

Respecto al diagndstico en los caninos, los cuadros
clinicos, aunque muy variables y poco especificos, son
orientadores siempre que se apoyen en una anamnesis
exhaustiva que ofrezca datos epidemioldgicos rele-
vantes como ser: habitat, tipo de actividad, tiempo de
exposicion al vector, zona geografica y procedencia 7.
En zonas enzodticas, un solo sintoma compatible debe
generar la sospecha de existencia de leishmaniosis e in-
ducir la realizacion de pruebas diagnosticas especificas
para confirmarla.

Se considera “sospechoso” todo animal que pro-
ceda de una zona enzodtica o que haya permanecido
en la misma durante el periodo de mayor actividad del
vector 3. Por su fiabilidad, el diagnostico de eleccion
es el parasitologico. La observacion del parasito por vi-
sualizacion directa (puncion de ganglios, médula 6sea,
biopsia cutanea), ademas de técnicas de biologia mole-
cular (PCR) y/o xenodiagnostico (infeccion de Phlebo-
tomus) son las pruebas determinantes 6.

El limitado conocimiento de los mecanismos por
los cuales los parasitos adquieren resistencia a las dro-
gas, genera una carga adicional en el desarrollo de las
politicas de salud publica para el control de esta pa-
rasitosis *. La diminacina es una droga con probada
actividad (in vitro) inhibitoria del crecimiento de
Leishmania donovani, mostrando mayor efecto a altas
concentraciones °. También ha sido utilizada durante
décadas para el tratamiento contra tripanosomosis y
babesiosis °.

El objetivo del presente trabajo fue comprobar el
efecto de diminacina in vivo como tratamiento anti-
leishmanidsico en hdmsteres, con miras a su empleo
como alternativa terapéutica para el control y posible
erradicacion de la leishmaniosis en caninos.

MATERIAL Y METODOS

Animales de experimentacion. Se utilizaron 26
hamsteres (Mesocricetus auratus) de dos meses de
edad, de ambos sexos, 60 g de peso, los cuales fue-
ron divididos en cuatro lotes, dos lotes de 6 individuos
cada uno y dos lotes de 7 individuos cada uno. Duran-
te el tiempo que durd la experiencia se les administro
agua y alimento ad-libitum, observandose diariamente
la eventual presentacion de lesiones de piel, modifica-
ciones de condicion corporal y/o cambios de compor-
tamiento.

Las jaulas en las que fueron alojados los animales
fueron ideadas y construidas por el grupo de investi-
gacion, teniendo en cuenta la necesidad de lograr con-
tenedores transparentes para poder registrar a primera

Burna A.N. et al.: Diminacina en leishmaniosis. Rev. vet. 24: 2, 133-137, 2013

vista lo que sucedia en su interior. Las jaulas poseian
una tapa de facil remocion, programada para impedir
el ingreso de insectos hacia el interior pero dotadas de
espacios libres para el pasaje de aire.

Teniendo en cuenta estas premisas se llevo a cabo
la construccion de jaulas de 40 cm de largo x 30 cm de
ancho y 30 cm de altura, paredes de vidrio de 4 mm
de espesor con refuerzos de 6 mm en el borde superior,
al cual se adhiri6é un burlete de caucho de 10 x 10 mm
para el correcto encastre de la tapa. Las jaulas fueron
selladas con adhesivo de siliconas. Las tapas fueron
realizadas con bastidor de perfil angulo de acero la-
minado de 3/4” x 1/8” y malla doble de hilo de acero
galvanizado de 1 x 1 mm ajustada al bastidor mediante
planchuelas de 1/2” x 1/8” y tornillos autoperforantes,
sellada con adhesivo de siliconas en su perimetro.

El material usado como cama fue la viruta de ma-
dera blanca debido a que, comparada con otras simila-
res, tiene una mayor absorcion de la humedad, facilidad
de remocion y baja produccion de particulas de polvo
nocivas para los animales. Las tareas de observacion y
limpieza de las jaulas se realizaron diariamente en ho-
rario vespertino. Este protocolo (N° 0037) fue avalado
por el Comité de Etica y Bioseguridad de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la UNNE.

Inoculacion. De acuerdo al tratamiento utilizado
los animales se agruparon de la siguiente manera:

Lote 1 (n=7) inoculados con L. chagasi.

Lote 2 (n=6) tratados con diminacina.

Lote 3 (n=7) tratados con diminacina e inoculados
con L. chagasi.

Lote 4 (n=6) controles.

Los animales de los lotes 1 y 3 fueron inoculados
via intraperitoneal (1 ml/animal) con un macerado de
bazo extraido de un canino naturalmente infectado con
L. chagasi, cuyo diagnostico fue realizado mediante
los métodos serologico y parasitologico directo. El ind-
culo se realizé mediante la maceracion de una porcion
de bazo del canino parasitado con solucion fisiologica
en un mortero de vidrio esterilizado.

El producto se cargd en jeringas estériles de 5 ml
acopladas a agujas 25/8. Muestras de bazo fueron en-
viadas a los laboratorios de Biologia Molecular y de
Inmunohistoquimica de la Facultad de Ciencias Vete-
rinarias de la UNNE, para confirmar (mediante PCR e
inmunohistoquimica) la especie L. chagasi.

El tratamiento con diminacina fue proyectado para
ser realizado en en tres etapas, de manera tal que exis-
tieron dos animales que recibieron una sola dosis, otros
dos que recibieron dos dosis y finalmente, dos animales
que recibieron tres dosis, de cada uno de los lotes 2
(n=6) y 3 (n=6).

La diminacina fue administrada via intramuscular
profunda a dosis de 3,5 mg/kg peso. La primera dosis
se administro 30 dias post inoculacion de los amastigo-
tes de L. chagasi a todos los animales de los lotes 2 y 3;
la segunda dosis se aplicod quince dias después a cuatro
animales de cada uno de los lotes 2 y 3. La tercera dosis
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se inyectd a los 15 dias siguientes, a dos animales de
cada uno de dichos lotes.

Toma de muestras. Luego de transcurridos 70 dias
de la inoculacion, se llevo a cabo la eutanasia de un
animal testigo de los lotes 1 y 3 con pentobarbital so-
dico y difenilhidantoina sédica a una dosis de 0,3 mg/
kg de peso, por via intraperitoneal. Para confirmar si
los hamsteres se encontraban infectados, luego de la
necropsia, se realizaron improntas de bazo que fueron
fijadas con alcohol de 96°, coloreadas con Giemsa y ob-
servadas al microscopio optico.

La eutanasia de los 24 animales restantes (cuatro
lotes de 6 hamsteres cada uno) fué programada para
ser efectuada en tres etapas, en grupos de ocho anima-
les (dos de cada lote) cada 30 dias luego de la primera
aplicacion de diminacina. Luego de cada eutanasia fue
realizada la necropsia del animal mediante la técnica
convencional. Los organos enteros (cerebro, corazon,
pulmones, bazo, higado, estbmago, intestinos, genita-
les, rifiones y piel) fueron inmediatamente fijados en
formol bufferado al 10%, durante 48 horas.

Procesamiento de las muestras. Cada uno de los
organos fue procesado acorde a la técnica clasica de in-
clusion en parafina, previa deshidratacion en alcoholes
crecientes y pasaje por xilol, realizandose cortes de 5
um con micrétomo tipo Minot; posteriormente fueron
secados en estufa a 35°C durante 24 horas y coloreados
con hematoxilina y eosina como técnica de rutina para
identificar lesiones histopatologicas. Los experimentos
se realizaron siguiendo las guias institucionales sobre
el manejo y cuidado de animales de laboratorio estable-
cidas internacionalmente.

RESULTADOS

La microscopia optica permitiéo visualizar amas-
tigotes de L. chagasi de localizacion extra e intrace-
lular (citoplasma de macroéfagos). Cada amastigote se
identifico por la existencia de dos estructuras basofilas

Figura 1. Estructuras compatibles con amastigotes
de L. chagasi (flecha) extra e intracelulares (dentro de
macrofagos). Impronta de bazo de un hamster del lote
1. Giemsa 100x.
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Figura 2. Bazo de hamster con macréfagos cargados
de amastigotes de L. chagasi (flecha). HE 100x.
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de infiltrado linfoplasmocitario. CB: conducto biliar.
VP: vena porta. Flecha: arteria hepatica. HE 10x.

esféricas, una de mayor tamaiio que la otra (nticleo y ki-
netoplasto del parasito), rodeadas por citoplasma claro
de 2-5 pm de diametro (Figura 1).

En el examen macroscopico de los 6rganos de los
animales de los lotes 1 y 3 inoculados con el parasi-
to se verificd hepato y esplenomegalia. En el bazo, el
examen histopatologico evidencido multiples focos de
infiltrado linfoplasmocitario y abundantes macroéfagos
cargados con amastigotes de L. chagasi (Figura 2). En
higado se observoé infiltrado inflamatorio de tipo lin-
foplasmocitario localizado principalmente en la zona
periportal (Figura 3), asi como también acimulos de
histiocitos con amastigotes del parasito (Figura 4). Los
rifiones presentaron congestion de la zona medular y
pequeiios focos de infiltrado inflamatorio linfocitario
intersticial en la corteza.

Las lesiones histopatologicas mencionadas fueron
halladas en los animales de los lotes 1 (inoculados con
L. chagasi) y 3 (inoculados con L. chagasi y tratados
con diminacina). La diferencia entre ambos lotes fue
que los roedores medicados presentaron menor sin-
tomatologia y mejor estado general, evidenciado por
el normal estado del manto piloso, buena condicion
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Figura 4. Higado de hamster. Macrofagos con amasti-
gotes de L. chagasi (flecha). HE 100x.
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Figura 5. Hamster con lesion ulcero-costrosa en la
nariz.

corporal, mantenimiento de los héabitos alimenticios y
conducta normal. En contraste, los animales que fue-
ron inoculados con L. chagasi sin diminacina, revela-
ron progresiva pérdida del estado corporal, adelgaza-
miento, debilidad, desprendimiento de pelo y (en un
individuo) lesiones ulcero-costrosas en la region nasal
(Figura 5).

Tanto en los animales tratados como en los no tra-
tados con diminacina, no hubo diferencias en la carga
parasitaria de los macrofagos en los diferentes 6rganos
y tejidos estudiados.

DISCUSION

Si bien existe un acotado numero de drogas leish-
manicidas en el mercado, las mismas son de uso huma-
no y no estan permitidas para el tratamiento de caninos
debido al riesgo que existe en generar resistencia del
parasito a las mismas. Hasta el momento, los trabajos
realizados con diminacina abordaron aspectos de la
leishmaniosis cutanea, siendo ensayos in vitro en su
mayoria. Escasas investigaciones fueron realizadas in
vivo abarcando aspectos de la leishmaniosis visceral .
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La eficacia de la diminacina como antileishma-
niasico ya habia sido demostrada in vitro a través de
cultivos celulares °. En el presente trabajo se hizo lo
propio empleando animales de laboratorio, aplicando
la dosis recomendada por el laboratorio. Tanto el lote
tratado con diminacina como el control inoculado con
L chagasi presentaron amastigotes en las impronta de
bazo y en los cortes histopatologicos de los 6rganos es-
tudiados, independientemente del tiempo transcurrido
desde la induccion de la infeccion experimental. La cir-
cunstancia que los animales inoculados y tratados con
diminacina mantuvieran clinicamente un buen estado
de salud, podria sugerir que la droga gener6 un efecto
benéfico en el organismo.

Se deberia seguir investigando la potencialidad de
esta droga, recurriendo a otros protocolos de tiempo y
dosis mayores, ¢ incluso incorporando combinaciones
con coadyuvantes con efectos sinérgicos o potencia-
dores de la diminacina. En tal sentido, investigadores
brasilefios obtuvieron resultados alentadores inoculan-
do ratones con L. donovani y tratandolos con una com-
binacion de diminacina y artesunate, droga esta tltima
utilizada para casos de malaria.

Por ultimo, se comprobd que una pequefia porcion
de tejido esplénico extraido de un canino naturalmen-
te infectado con L. chagasi se reveld como un indculo
efectivo para reproducir la enfermedad, ademas de que
la utilizacion del hamster como modelo experimental
resultd satisfactoria, pues respondié adecuadamente al
indculo, lograndose razonable carga parasitaria en la to-
talidad de los animales experimentalmente infectados.
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