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FACTORES DERMICOS QUE CONDICIONAN LA
INFECCION DE LUTZOMYIA TOWNSEND/] —
(ORTIZ, 1958) POR LE/ISHMANI/A SPP. DE VENEZUELA

MARITZA CARNEVALI *
J.V.SCORZA ™*

Se estudia la susceptibilidad de Lutzomyia townsendi a la infeccion con Leish-
mania spp. sobre lesiones experimentales de hamsteres. Se estudia la frecuencia y distribu-
cion de los amastigotos en la dermis, relaciondndola con la profundidad que alcanza el esti-
lete bucal del insecto. Una correlacion positiva, con signtficante coeficiente de correlacion,
se establece entre la frecuencia de los pardsitos a una profundidad de 100-150 nm en la
dermis y el éxito de la infeccion de los flebotomos.

En la Regién Neotropical es bien conocida la alta susceptibilidad de fleb6tomos
antropofilicos a la infeccién con cepas de Leishmania spp. de América. En México, Biagi,
Biagi & Beltran (1965) lograron la transmisién de Leishmania mexicana por la Lutzomyia
flaviscutellata y Williams (1966) logré también la transmisién de otra cepa de L. mexicana
de Honduras Britdnica por la Lu. cruciata. En Brasil Coelho & Falcdo (1962) transmitie-
ron experimentalmente a la misma especie de pardsito por la picadura de Lu. longipalpis v
de Lu. renet.

La, posibilidad de infectar diferentes especies de Lutzomyia de una misma
localidad con especies de leishmanias fue comprobada por Hertig & McConnel (1963)
y seguidamente Coelho (1964) la confirmé parcialmente al infectar Lu. longipalpis y
Lu. renei con una cepa de L. mexicana procedente de Honduras Britdnica y otra de un
caso de leishmaniasis difusa del estado de Bahia, en Brasil.

Se tiene la experiencia de que aun cuando se ingurgiten fleb6tomos sobre lesiones
de hamsteres o de otros mamiferos intensamente infectados con amastigotos de Leishma-
nig, no todos los insectos se infectan. Mas ain, alimentandolos artificialmente con promas-
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tigotos de varias cepas de L. braziliensis aisladas de pacientes de Panamd o de Proechimys
semispinosus panamensis, cultivados en NNN, Hertig & McConnell (1963) lograron un
maximé de 95% de infeccién en L. panamensis y un promedio de 81% de otras cinco es-
pecies de Lutzomyia.

La ingurgitaciéon de Lu. longipalpis sobre lesiones de hamsteres infectados con
L. mexicana amazonensis e incubados a diferentes temperaturas cercanas a la del ambien-
te, producen un méaximo de 75% de infecciones a 25°C (Leaney, 1977). La circunstancia
de que no todos los flebétomos se infectan cuando son alimentados sobre una fuente se-
gura de infeccion, ha dado lugar a especulaciones sobre una innata insusceptibilidad de
ciertos individuos de una poblacién de fieb&tomos, la cual podria atribuirse a diferencias
geneticamente controladas (Killick-Kendrick, 1979).

Lewis (1975) ha relacionado la morfologia y tamafio de las piezas bucales de los
flebdtomos americanos con la habilidad de los insectos para picar a vertebrados terrestres
y particularmente a los mamiferos y ha establecido cinco clases que toman en cuenta el
numero de dientes maxilares, la longitud del labro y la estructura de la hipofaringe.

En la region de los Andes venezolanos, donde la leishmaniasis cutdnea es endeénu-
ca, se han reconocido nueve especies de Lutzomyia antropofilas; entre éstas Lu. panamen-
sis ha sido comprobada como transmisora en Venezuela (Pifano et al, 1959} y la Lu.
townsendi, que ha sido hallada por Calderon (1973) en una zona endémica del Estado
Mérida de la misma regién, es susceptible de infectarse con L. garnhami, L. mexicana'y L.

braziliensis (Scorza, 1981).

En esta misma region de los Andes, Lu. panamensis aparece en dreas de baja alti-
tud, por debajo de 600 mts, mientras que Lu. townsendi predomina por encima de los
800 mts y su presencia aumenta con la altitud hasta los 1.700 mts (Mogollon, Manzanilla
& Scorza, 1977). De otras localidades en donde tales especies existen predominantemente,
hemos estudiado pacientes con lesiones cutdneas y de ellos se han aislado cepas de parasi-
tos identificadas como L. garnhami y L. braziliensis que se mantienen en hamsteres por
inoculacion de los tarsos posteriores. En las mismas localidades de donde proceden los ca-
sos clinicos, hemos estudiado también la composicién de la flebotomofauna antropéfila.

Siendo mds factible 1a infeccidn experimental de Lu. fownsendi con parasitos en
hamsteres, nos hemos propuesto investigar si existe relacion alguna entre la densidad y
distribucion de los amastigotos en las lesiones con Leishmania spp. y el porcentaje de tle-
bétomos que se infectan tras ingurgitarse sobre esas lesiones, tomando como punto de
partida a la profundidad de la penetracién del estilete de esta especie cuando pica al hams-
ter, incorporando al modelo una cepa de Leishimania mexicana amazonensis aislada por
Pifano, Romero & Alvarez (1973) de Lu. flaviscutellata naturalmente infectadas.

MATERIALES Y METODOS

Cepas de pardsitos, su procedencia e identificacion.

L. braziliensis. dos aislados “LA” y “EAA”, obtenidos de dos mujeres radicadas
en el Distrito Trujillo del Estado Trujillo; la primera en la propia ciudad de Trujillo a 720
ms.n.m. donde contrajo la infeccién em Abril de 1978 y present6 una lesion en brazo
izquierdo con dos meses de evolucion, la segunda de la localidad de San Lazaro, proxima
a la ciudad de Trujillo, a 810 ms.n.m., quien presentd en Junio de 1978 una lesion en la
pierna derecha con cinco meses de evolucién. Ambos aislados fueron obtenidos por inocu-
lacién subcutanea de material bidpsico de las lesiones, como triturado, en las patas poste-
riores de hamsteres. Ambas cepas evolucionaron experimentalmente en Lu. fownsendi
con el patrén de desarrollo caracteristico de la L. braziliensis (Scorza & Macias, 1981).
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L. garnhami: dos aislados, “G.V.” y “J.D.V.” obtenidos de pacientes radicados
en los distritos Pinto Salinas y Tovar del Estado Mérida. El primero procedente de Mesa
Bolivar, a 900 msn.m., presenté a fines de Febrero de 1976 dos lesiones en el miembro
superior derecho con mes y medio de evolucién y mostr6 parasitos con el liposoma carac-
terfstico de la L. garnhami. La segunda, proveniente de ‘“Las Cuchilias de ias Guacas™ a
1200 m.sn.m., con lesion en la pierna derecha a fines de Marzo de 1980, de cuatro meses
de evolucién, mostréd también pardsitos con las caracteristicas de L. garnhami. Los aislados
fueron mantenidos similarmente por inoculacién y pasajes seriados en hamsteres. Ambas
cepas exhiben en Lu. townsendi un patrén de desarrollo del tipo peripilorico.

L. mexicana amazonensis: aislada por Pifano, Romero & Alvarez {1973) de un
lote de Lu. flaviscutellata de la Sierra de la Parima, al sur de Venezuela, cuyo triturado
fue inyectado subcutdneamente en el hocico y region supracaudal de dos hamsteres que
tres meses mas tarde presentaron lesiones con abundantes amastigotos. El desarrollo de es-
te aislado en Lu. townsendi corresponde al tipo suprapilérico con nectomonas y hapto-
monas en la faringe y sin colonizacion pilorica.

Captura y mantenimiento de Lu. townsendi en condiciones de laboratorio

Lu. townsendi hembras provinieron de los estados Trujillo y Mérida. En el prime-
ro, para el trabajo experimental, fueron capturadas por atracion con una trampa de
Shannon provista con cebo luminoso tluorescente, en la localidad de Calderas, no endémi-
ca para leishmaniasis, a 16 km de la ciudad capital de Trujillo y a 1350 ms.n.m.

Los insectos fueron manipulados, como se describe en el trabajo de Lugo-Yarbuh
& Scorza (1981). En el Estado Mérida fueron capturadas, en la aldea “Santo Domingo’™
proxima a Mesa Bolivar, en sitios a 650 y 1230 m.s.n.n., también por atracién con tram-
pa Shannon con cebo luminoso.

Morfomerria del apararo bucal de Lu. townsendi hembras

Hembras de una o otra localidades en los estados Trujillo y Mérida fueron mon-
tadas en fresco con solucién salina tras separarles la cabeza y disecarles con agujas ento-
molégicas 000, el labio, el labro y las maxilas. Otras hembras fueron montadas con goma
de Berlesse tras clarificarles con potasa al 10% y lactofenol. En ambos casos se midieron
las longitudes del labro y del drea serrada por los dientes internos de las maxilas, que se
expresdé como ‘‘profundidad dental’”; también se contaron los dientes laterales externos
en el extremo de las maxilas y a los internos de las mismas. Las mediciones se hicieron
con un ocular calibrado y bajo aumento de 100 y 450X,

Estudio de la penetracion de los estiletes bucales de Lu. townsendi
en la piel de hamsteres infectados con Leishmania spp.

La técnica de alimentacién de flebdétomos sobre hamsteres ha sido descrita en
otro trabajo (Lugo-Yarbuh & Scorza, 1981). Brevemente, los hamsteres con lesiones fue-
ron anestesiados con Nembutal y toda la pata lesionada fue introducida, en un frasco con
50 flebétomos, durante 5 minutos y en la oscuridad. Una vez ingurgitados, se separ6 a los
insectos para alimentarlos hasta el quinto dia con sacarosa al 50%. La pata expuesta fue
examinada para localizar el drea con el mayor nimero de puntos hemorrdgicos y se la di-
secd para fijarla en formaldehido al 10% durante 48 horas. Tiras de piel hasta de 15 mm
de longitud fueron congeladas con nitrégeno liquido y cortadas en un criostato para pre-
parar secciones seriadas de 5—6 nm, transversales, que se colorearon con Giemsa al 5% en
tampon de fosfato a pH 7,2 M/200 durante dos horas; se deshidrataron con acetona hasta
xilol y se montaron con DPX. Se las estudi6 para localizar los sitios donde picaron los fle-
bétomos mediante la busqueda de microfocos hemorrigicos subepidérmicos.
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- Se midi6 la profundidad y tamaiio de los focos hemorragicos con relaciéon a la
epidermis y se observé la distribucién de los parasitos en relacion con tales lesiones.

Relacion entre la distribucion y densidad de los amastigotos en la piel
con el porcentaje de flebotomos que se infectan

Utilizamos cinco hamsteres inoculados subcutdneamente, cada uno, en la cara
dorsal de los tarsos, con no menos de 100.000 amastigotos de una de las cinco cepas de
Leishmania. Se permiti6 el desarrollo de las lesiones hasta la aparicién de una hipertrofia
tarsal de 8-9 mm de didmetro, ulcerada o no. Sobre la pata infectada de cada hamster
permitimos la ingurgitacién de 50 hembras de Lu. rownsendi que luego de picar en su
mayotia, fueron mantenidas a 220C vy 85% H.R., dentro de envases cilindricos revestidos
internamente por una delgada limina de corcho y colocados dentro de cavas de pldstico
isoporo; alimentamos los insectos adicionalmente con solucion de sacarosa al 50%. Cinco
dias después de la ingesta infectante, se diseco a las hembras ovigeras que presumiblemen-
te, por ello, habfan ingerido sangre y se precisé la presencia de haptomonas en la faringe
(vilvula estomodeal), en el piloro o tridngulo posterior o en ambos organos, segun el tipo
de desarrollo del pardsito. Se estim¢ asi el porcentaje de fleb6tomos infectados a partir
del niimero de los que habian ingerido sangre.

Inmediatamente después de la ingurgitacion de los flebdtomos, se sacrificaron los
hamsteres por sobreanestesia con éter, para disecarles la piel de los tarsos infectados que
habia sido expuesta a la picadura de los insectos.

Tiras de piel de 8 hasta 15 mm de largo fueron cortadas en sentido transversal a
S nm de espesor y coloreadas con Giemsa para destacar los cinetoplastos y nucleos de los
amastigotos. La extension de la seccién fue dibujada esquematicamente para precisar cin-
co hasta diez sitios equidistantes en donde se contaron los amastigotos. Con ayuda de una
reticula ocular que permiti6é dilimitar un drea cuadrangular de 50 nm (2500 nm?*) se con-
taron los pardsitos observables en tres profundidades sucesivas de 50—100 nm, 100—-150
nm; se estim¢ el porcentaje de pardsitos presentes en cada nivel y en cada irea de 2500
nm?, para sumarlos con los hallados en los distintos niveles equidistantes y de la suma to-
tal, a cada profundidad, se calculé el percentaje respectivo. Seguidamente y tomando en
cuenta que los fleb6tomos ingieren sangre entre 100 y 150 nm de profundidad, medidos a
partir de la capa c6rnea, se contd el mimero de amastigotos por drea de 2500 nm? (cam-
pos rectangulares) en no menos de 30 campos a lo largo de la dermis superficial para esti-
mar la frecuencia de pardsitos en la dermis a las profundidades de 50100 nm y de
100—150 nm.; a esas profundidades como los porcentajes de cuadraditos que muestran
pardsitos con respecto al nimero total de cuadrados examinados, y también a la densidad
de pareisigﬂs por drea, como el nimero promedio de pardsitos por dreas parasitadas de
2500 nm*=.

Estudio de las relaciones entre la frecuencia y la abundancia de los
amastigotos en la dermis y la infeccion de los flebotomos

Patas posteriores de hamsteres machos mostrando lesiones hipertréficas hasta de
9 0 mm de didmetro producidas por cada una de las cinco cepas de Leishmania spp, tue-
ron expuestas a lotes de 50 hembras de Lu. fownsendi para dejarlas ingurgitar. Los roedo-
res fueron sacrificados para el estudio de la distribucién de pardsitos en las lesiones y los
fleb6tomos fueron disecados cinco dias después para precisar el nimero de los infectados
con cada cepa. La técnica de la diseccién es la convencional; los tlebotomos se anestesia-
ron con cloroformo para ser volcados en solucién salina con Tritén x —10Q 1:10.000. Des-
pués de agitados para desprenderles las escamas, se enjuagaron con solucion salina y se di-
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secaron bajo la lupa binocular (20X a 50X) para separar la cabeza con un fragmento de
esofago y extraer el estdmago e intestino posterior, incluidos los tubos de Malpighio.

Xenodiagnosticos con Lu. townsendi en hamsteres infectados con Leishmania spp.

Las distintas cepas de pardsitos utilizadas en este trabajo, con excepcion de la
mas reciente (J.D.V.), han sido repetidas veces expuestas como lesiones tarsales en hams-
teres, a la picadura de lotes de 20—25 fleb6tomos (Lu. townsendi) para determinar el nu-
mero de insectos que, habiéndose ingurgitado, presentaban pardsitos con desarrollo supra-
pilérico o peripilorico segin la especie del parésito.

RESULTADOS

En la Fig. 1 mostramos las localidades de donde proceden los casos de leishma-
niasis en la region de los Andes, la cepa de Leishmania mexicana amazonensis y las colec-
ciones de Lu. townsendl.
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Se hicieron capturas de flebdtomos en dos sitios del caserio Sto. Domingo, con
altitudes de 550 y 1350 msnun. respectivamente, donde han aparecido, durante 1980,
veintiun casos activos de leishmaniasis cutdnea en una poblaciéon de 396 habitantes. La
composicién de la flebotomofauna atraida hacia la trampa de Shannon, en el mes de
Enero de 1980, cuando comenzaron a aparecer los primeros casos activos para ese ano, se
presenta en e] Cuadro .

CUADROQO I

Composicion de la flebotomofauna antropofilica atraida por la trampa de Shannon en
dos sitios de 1a localidad endémica de Sante Domingo

Altitudes de los sitios y cantidades de ejemplares capturados

Altitudes m.s.n.m. 550 1350

L. townsendi 354 99.16% 1.104 100%
L. ovallesi 3 0.84% — —
lotales 357 100% 1.104 100%

El estudio morfométrico de las piezas bucales de 20 hembras de Lu. rownsendi
arroja los siguientes valores: 3590 £ 15,2 nm para la longitud del labro, 1194 + 6,6 nm
para la profundidad dental de la maxila, 25,7 £ 2.4 dientes internos y 6,1 = 0,4 dientes
terminales externos en los mismos apéndices {(Fig. 2).

El estudio de secciones sertadas de la piel del dorso de los tarsos de hemsteres
infectados com L. garnhami (G.V_) revelé la presencia de varios focos hemorrdgicos pro-
ducidos por las picaduras de Lu. townsendi durante la ingurgitacién. Durante la hematofa-
gia, el insecto penetra la epidermis con el estilete mediante rapidos movimientos similares
a los de una maquina de coser, delamtnando la capa cérnea mas externa, levantando una
masa de queratina que aparece por debajo del labto como un grumo amorfo (Fig. 3).
La seccion transversal de la piel, a ese nivel exhtbe un profundo surco de penetracion y
desde luego, la capa cérnea levantada (Fig. 4); inmediatamente por debajo de la capa
basal y entre las 100 y 150 nm de profundidad, sangre extravasada formando diminutos
pocitos (Fig. 5). El estudio de la profundidad media de diez “pozos” o puntos hemor-
ragicos revela que ellos se producen a una media de x: 132, 8 £ 16,3 nm con valores extre-
mos comprendidos entre 104 y 158 nm. Esta medida sugiere que Lu. townsendi penetra
el estilete bucal hasta un 10% mds de la longitud total del borde serrado interno y que al
hacerlo, atraviesa el espesor de la epidermis del tarso que tiene una media de 50 nm de es-
pesor. El movimiento de las maxilas en forma de tijeras, descrito por Lewis (1975), rompe
los pequerios vasos de la dermis superficial y otras células de la dermis. En la Fig. 6 mos-
tramos un macrofago conteniendo por 1o menos nueve amastigotos de /.. garnhami dentro
de una vacuola y a esta célula fagocitica parasitada, rodeada por eritrocitos.

El estudio de secciones de piel de cinco hamsteres infectados con cinco aislados
de Leishmania spp. revela, a la luz de la informacién obtenida anteriormente, datos que
permiten relacionar a la distribucion y frecuencia de los amastigotos en la dermis, con ¢l
¢xito de la infeccion de los flebotomos que sobre esa piel se alimentan.

Estas observaciones revelan que Lu. townsendi penetra la piel con el estilete bu-
cal hasta 130 nm de profundidad y que es, a ese nivel, de donde ingiere la sangre y pardsi-
tos que eventualmente se hallan presentes.

En el Cuadro II presentamos los resultados del recuento de amastigotos para
la estimacion del porcentaje de los mismos desde las 50 hasta las 200 nm, de su frecuencia
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an

Fig. 2 — Maxila de Lu. townsendi mostrando los dientes internos y externos. 300X.

Fig. 3 — Hembra de Lu. townsendi alimentandose sobre piel humana. Notese la masa de material quera-
timizado en el estilete. 80X,

Fig. 4 - Seccidn de piel de hamster picado por Lu. townsendi mostrando el surco de penetracion del
estilete y grumos de queratina en la porcion superior de la epidermis. 600X,

Fig. 5 — Seccion de piel de hamster infectado con Leishmania garnhami que fue picado por Lu.

rownsendi mostrande un foco hemorragico dérmico con eritrocitos y macrdfagos infectados (flecha)
1200X.

Fig. 6 — Detalle de la figura anterior mostrando un macréfago con varios amastigotos de Leishmania
garnhami. 6000X.

en la dermis a 50—100 nm y 100—150 nm, sus densidades por dreas de 2.500 nm? y el
porcentaje de flebGtomos que se infectaron en cada caso.

El estudio revela un comportamiento similar para todas las cepas de pardsitos
que comprenden tres especies. En general, el nimero de amastigotos va aumentando con
la profundidad de la dermis;entre 50 y 100 nm se hallan desde un 10,8 hasta un 21,4% de
los observados a tres niveles de profundidad hasta Ias 200 nm. Entre 100 y 150 nm, sitio
donde suele penetrar el estilete bucal de Lu. townsendi, se hallan desde un 32,8 hasta un
45,9% de los amastigotos y entre 150 y 200 nm, no menos del 40,7%. La frecuencia de
pardsitos en la dermis, a nivel de 50 --100 nm es superior al 50% y también lo es a nivel de
100-150 nm. Las densidades oscilan entre 3 y 11 para 50—100 nm y entre 3 y 17 para
100 v 150 nm. La densidad de amastigotos de L. mexicana amazonensis parece baja si se
toma en cuenta que esta especie tiende a producir grandes hipertrofias tarsales; debe con-
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siderarse, sin embargo, que habiéndose seleccionado lesiones de tamanos g:pmparables,la
producida por esta especie de Leishmania apenas tenia 20 dias de evolucion, comparada
con las de las otras cepas que tenfan mds de 60 dias.

CUADROII

Relacion entre la densidad y distribucion de ios amastigotos en piel de hamsteres
infectados con Leishmania spp. Y el porcentaje de Lu. townsendi que se infectan

Frecuencia de amastigotos Parasitos por
Cepa de % de amastigotos o profundidad d érm:'clg;z de- % de flebotomos % de flebétomos campo a:
ﬂf fsito en piel a: P 50 100 ' infectados/mimero | infectados en otros S0 100
P 100 150 200 nm de expuestos xenodiggndsticos | 100 150
100 nm, 150 nm. i nm
L. mexicana
amazonensis 16,5 35,5 48,0 53,3 76,4 38,5/39 48,6/52 26 69
L. braziliensis
(E.A.A.)
810 m. 12,7 459 41.5 80,0 85,6 52,3/21 31,3”13 10,5 17,2
L. braziliensis
(L.A.) 700 m. 21,4 35,5 44,2 83,1 48.0 25,0/16 3?,0/36 8,3 6,3
L. garnhami
(J.D.V.) 450 m, 108 328 564 50,0 47,7 20,0/25 — 4,20 4,23
L. garnhami
(G.V.) 900m. 20,7 38,6 40,7 72,5 50,7 33,3/27 35’?/138 2,97 2,94

Los porcentajes de flebotomos infectados sobre las pieles de esos mismos anima-
les fueron siempre superiores al 20%, llegando hasta un 52,3% como los que se alimenta-
ron sobre el hamster infectado con la cepa E.A.A. de L. braziliensis, que por ciérto fue la
que exhibi6 la mas alta frecuencia de pardsitos dérmicos (85,6%) y la mayor densidad pa-
rasitaria (17,2). El hallazgo de esta relacién, al compararla con los resultado"s’obtenu':los
con la cepa J.D.V. de L. garnhami, con baja frecuencia de amastigotos, también relativa-
mente baja densidad de pardsitos y bajo porcentaje de fleb6tomos, nos planted la posibili-
dad de un anilisis de correlacién entre el porcentaje de flebdtomos que se infectan, como
variable independiente, y los porcentajes de amastigotos a profur_ldidad de 100—150 nm
por una parte, la frecuencia de amastigotos en la dermis a ese mismo nivel y la densidad

parasitaria por la otra.

Los resultados de los andlisis de regresién se muestran en el Cuadro IlI. El
mayor coeficiente de correlacion (0,92) se obtuvo entre el porcentaje de_ flebétomos que
se infectan y la frecuencia de los amastigotos en la dermis a una profundidad entre 100y
150 nm. Un coeficiente similar se obtuvo al comparar el éxito de la infeccion de los insec-
tos con el porcentaje de amastigotos que se hallan a ese mismo nivel, comparado con los
que se observan entre 50 y 100 nm o entre 150y 200 nm, profundidades que son sobre-
pasadas o no alcanzadas, respectivamente, por el estilete bucal de la Lu. townsendi. El
mas bajo coeficiente de correlacion y no por ello descartable, se obtuvo al comparar el
éxito de la infeccién por Lu. townsendi y la densidad de parasitos a nivel de 100 y 150

nm de 1a dermus.

Estas relaciones, en conjunto, indican claramente que el éxito de la infeccion de
fleb6tomos, en este caso Lu. townsendi, estd directamente relacionada con la freg:uencm
y densidad de los amastigotos que se localizan entre 100 y 150 nm de profundidad de

la piel.

Apenas hemos examinado secciones de piel infectada de 5—6 nm de espesor y
considerando que el tamafio de los puntos hemorragicos es un poco mayor de 50 nm de
didmetro, con forma casi esférica, es probable que haya lugar alguno sin parasitos en la



INFECCION DE L. TOWNSENDI POR LEISHMANIA 361

dermis de los animales infectados. Es importante sefialar que la inoculacién de los pardsi-
tos se hizo en la cara dorsal del tarso y que las tiras de piel fueron sacadas de las dreas
donde se observé al mayor nimero de puntos hemorragicos. Esto deja dudas de que, por
ejemplo, en la cara plantar de los tarsos pueda haber menos niimero de pardsitos o ser €s-
tos menos frecuentes. En todo caso, hay desde un 17 hasta un 50%, para el nivel mas su-
perficial de la dermis y entre un 82 hasta un 14%, de dreas“profundas™ de 2.500 nm?,
donde no fue posible observar pardsitos. El tamafio del punto hemorrdgico es considera-
blemente menor, en cuanto a volumen se refiere, al de la cantidad de sangre que pudiera
ingerir el insecto. Segtin Adler & Theodor (1927) el peso de la sangre ingerida por Palebo-
tomus papatasi es de 0,1 mg., volumen aproximadamente 80 veces mayor que ¢l del foco
hemorrigico. Esto sugiere que Lu. townsendi probablemente ingiere mucho mas sangre
que la que se encuentra extravasada en el sitio de la picadura y que la cantidad de tejidos
dérmicos ingeridos sea mucho menor que el tamafio que sugiere el foco hemorrdgico. El
gran volumen de sangre que ingiere el fleb6tomo no se explica sino por una activisima
succién; el tamafio del foco hemorrdgico puede deberse a la presion sanguinea una vez
que el insecto se ha ingurgitado completamente. Observaciones hechas con nuestra misma
especie de flebétomo, examinando extendidos de 1a sangre ingerida una o dos horas antes,
después de picar a un hamster infectado con una cepa de L. garnhami con gran namero de
pardsitos, revelan que menos del 40% de los insectos no ingieren pardsitos en cantidades
suficientes como para ser detectados tras un examen cuidadoso y prolongado; el nimero
de amastigotos hallados nunca sobrepasa a la veintena. Todo lo expuesto sugiere una dis-
tribucién no agregada de los pardsitos en la dermis y la existencia de sitios sin parasitos o
con una bajisima densidad no suficiente para promover una infeccién en los flebotomos
que de tales sitios se ingurgitan. Nuesiros resultados sugieren, por otra parte, y a nivel de
100—150 nm., que densidades tan bajas como 4,23 y 2,94 con también frecuencias no
mayores del 50% no permiten infecciones mayores del 33% de los insectos que se ingurgi-
tan. En cambio, densidades tan altas como 17,2 y frecuencias de 86% permiten la infeccion
de mas del 50% de los insectos a ese mismo nivel.

CUADRO III

Andlisis de regresion y coeficientes de correlacién entre el porcentaje de tlebétomos
infectados (x) y las variables dadas por los nimeros de amastigotos en la dermis

X Y, Y, Y,
38,5 35,5 76 .4 69
52,3 459 85,6 17,2
25,0 35,5 48,0 6,3
20,0 32,8 477 4,2
33,0 38,6 50,7 2,9
Y, = --50,5 + 2,24x r = 090

Y, = —6,05 + 0,65x r = 0,92

Y, = 19,84 + 1,85x r = 0,83

Y, = porcentaje de los amastigotos hallados entre 100y 150 nm de profundidad dérmica.
Y, = frecuencia de los amastigotos a nivel de 100 y 150 nm de la dermis.

Y, = media de pardsitos dérmicos en 2.500nn’ entre 100 y 150 nm de profundidad

dérmica.
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Los porcentajes de infeccion de los fleb6tomos alimentados sobre las lesiones en
estudio no son muy diferentes de los que se obtienen en xenodiagnésticos hechos sobre
todos hamsteres infectados con las mismas cepas o especies de parasitos. Los mas altos
porcentajes se obtienen con L. mexicana amazonensis (49%), siendo mas bajos los regis-
trados con L. braziliensis y L. garnhami (31 hasta 37%). Siendo L. mexicana una especie
que produce lesiones hipertréficas muy ricas en parasitos y pobres las lesiones de las otras
especies, las lecturas de otros xenodiagndsticos hechos con Lu. townsendi en otras ocasio-
nes, confirman la apreciacién general de que el éxito de la infeccidn de este flebotomo es-
ta determinado por la riqueza y regular distribucidn de los pardsitos en la dermis ¢ la pro-
fundidad de 100 —150 nm. Densidades menores de 5,0 pardsitos por 2.500 nm? y fre-
cuencias también menores de 50%, producen bajos porcentajes de infecciones en este
insecto susceptible.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Es bien conocido para la Region Neotrdpica, que no todos los fleb6tomos antro-
pofilos, sean los obtenidos de colonias de laboratorio como los silvestres, s¢ infectan cuan-
do se los alimenta sobre lesiones de hamsteres infectados con aislados de Leishmania au-
téctonas o del Viejo Mundo. Johnson, MacConnell & Hertig (1962) expusieron Lu. san-
guinaria y Lu. gomezi a la infeccidon con cepas de Leishmania de Guatemala, Panama y
Peri, registrando infecciones en aproximadamente un tercio de los insectos ingurgitados.
Esta proporcién puede elevarse ligeramente cuando se toman medidas para impedir que
los insectos se alimenten sobre piel sana (Johnson & Hertig, 1970). En estos casos, emple-
ando las mismas especies de fleb6tomos cultivados de colonias, los porcentajes puden
alcanzar hasta un 50% y pareciera que de las dos especies de Lutzomyia, la L. gomezi fue-
se mas susceptible a la infeccién que la L. sanguinaria cuando se los expone a distintas ce-
pas de Leishmania que exhiben desarrollo anterior (L. mexicana) e pilérico (L. brazi-
liensis).

Con fleb6tomos capturados en la naturaleza y cepas locales de L. braziliensis
Coelho, Falcdo & Falc@o (1967a) obtuvieron porcentajes de infecciones en hamsteres que
fueron desde un 100% para Lu. intermedia hasta un 43% con Lu. shannoni, con valores
intermedios de 61% con L. renei. Los mismos investigadores brasilefios (Coelho, Falcdo &
Falcdo, 1967b) con ejemplares silvestres de dos especies de flebdtomos, una local y aso-
ciada a las infecciones cutaneas (Lu. renei) y otra regional asociada a las infecciones visce-
rales (Lu. longipalpis), encuentran porcentajes de infecciones ligeramente superiores con
la Lu. renei, especie local, que con L. longipalpis cuando ensayan ambas con una cepa der-
motropa de Leishmania. En cambio, cuando ambas especies de Lutzomyia se ensayan
contra un pardsito exotico (L. tropica), la especie que se halla asociada a la transmision de
pardsitos dermotropos (Luw. renei), arroja un mayor porcentaje de infecciones (78%) que
la Luw. .longipalpis que es el transmisor del pardsito que produce infecciones viscerales
(Coelho, Falcdo & Falcio, 1967c). A juzgar por los datos expuestos, pareciera existir una
mayor e intrinseca susceptibilidad a la infeccion de flebotomos cuando se emplean espe-
cies locales en infecciones también con pardsitos locales; con los casos de Lu. intermedia,
Lu. renei y Lu. shannoni con cepas brasileflas de Leishmania braziliensis.

La relacion entre los pardsitos y los vectores, en cuanto a susceptibilidad a la
infeccién de estos 1iltimos se refiere, podria ser debida tambi€n a adaptaciones del aparato
bucal para la picadura en los reservorios u hospedadores naturales de los parasitos. Los re-
sultados del modelo que comentamos y que también comparamos con los ensayados por
otros investigadores, se basan en la presencia del hamster como hospedador experimental,
en este caso el término comun, mientras que las diferencias consisten en las especies de
pardsitos por una parte y de los flebotomos por la otra. En cuanto a los parésitos se refie-
re, la distribucién de los mismos en la dermis parece seguir un patron general; son mas
abundantes en la parte relativamente profunda de la dermis que en la zona inmediata por



INFECCION DE L. TOWNSENDI POR LEISHMANIA 363

debajo de la epidermis. Con respecto a la morfologia y el tamano del estilete bucal, utili-
zando los valores de Lewis (1975) para las especies de fleb6tomos que comentamos, se
observa que aquellas especies como Lu. gomezi y Lu. intermedia, que parecen ser mas
susceptibles a las infecciones com L. braziliensis y L. mexicana en hamsteres, poseen esti-
letes de tamafio similar y también parecidas profundidades dentales maxilares, 290 y 50
nm respectivamente para ambas; en cambio especies como Lu. sanguinaria 'y Lu. shannoni
con relativamente mas baja susceptibilidad, poseen mas largos estiletes y también mas lar-
ga profundidad dental (370-350 y 110—110 nm). En nuestro trabajo hallamos correla-
cién con alta significacién, solamente, entre el porcentaje de Lu. townsendi que se infec-
tan y la frecuencia y densidad del parasitismo dérmico entre las 100 y 150 nm de protun-
didad: tal correlacién no aparece con parasitos mds superficiales o mas profundos. El €xi-
to de las infecciones apenas alcanza a un 50% como maximo, porcentaje similar a los que
se obtienen con flebétomos con morfometria bucal parecida, como son los casos de Lu.
sanguinaria en Panama y de L. shannoni en Brasil, donde los éxitos de las infecciones con
Leishmania no alcanzan al 50% de los flebdtomos que se ingurgitan sobre la piel infectada.

Si tomamos en cuenta estos factores, podemos especular que aquellas especies
antropofilicas con estiletes relativamente cortos, con menos de 300 nm de longitud para
el labro y profundidad dental de 90 nm para las maxilas, son mas susceptibles a la infec-
cién con leishmania dermotropas cuando pican a hamsteres infectados, que aquellas otras
especies con labros mas largos y mas grandes profundidades dentales maxilares, habida
cuenta de que la frecuencia de amastigotos, a nivel de 50-100 nm parece ser mayor que a
100-150 nm de profundidad.

El nimero de pardsitos que pueda ingerir un fleb6tomo cuando se alimenta sobre
piel infectada con leishmania, se ha considerado como un factor condicionante de la sus-
ceptibilidad a la infeccion (Strangways-Dixon & Lainson, 1966). Las evidencias que sobre
este fenomeno se poseen provienen de los clasicos experimentos de Adler & Theodor (1927,
1930 v 1939) y de Adler (1947). Deane (1956) se aproxim¢ al estudio de la relacidn
vector-hospedador. a nivel de la piel de este Gltimo, en casos clinicos de Kala-azar y perros
naturalmente infectados con L. donovani, relacionando la distribucion de los parasitos en
la dermis con la longitud del estilete de Lu. longipalpis; desde luego, el autor considera
sus observaciones como asunto académico porque en ¢l caso del Kala-azar los parasitos
circulan sanguineamente en monocitos.

Las evidencias que presentamos en este trabajo demuestran que el éxito de la
infeccion de Lu. towmsendi, un fleb6tomo antropofilico de las cordilieras andinas de
Venezuela, con cepas locales de Leishmania en hamsteres, s una funcién de la frecuencia
de los amastigotos a una profundidad de la dermis relacionada con la profundidad dental
de las maxilas del estilete bucal y también, aun cuando en menor grado, con la densidad
de los parasitos en la dermis. Los resultados indican, ademds, que la distribucion de los pa-
rasitos es irregular y que a pesar de la hipertrofia de la lesién y de la aparente riqueza de
pardsitos, es posible que los insectos, alimentdndose sobre el drea densamente infectada,
puedan picar e ingurgitarse en sitios donde no hay parasitos o su nimero sea considerable-
mente bajo. La comparacién de Lu. townsendi con otras especies de flebétomos antropo-
filicos del Neotrépico, sugiere que la especie puede ser menos eficiente que otras que
poseen el estilete mas largo, habida cuenta que en las lesiones experimentales en la piel de
hamsteres, los amastigotos son mds frecuentes en las zonas mas profundas de la dermis.

SUMMARY

The susceptibility of Lutzomyia townsendi to infection with amastigotes of
Leishmania spp. from experimental lesions in hamsters is studied. A good correlation is
found when the number of infected sandflies are compared with the distribution and den-
sity of parasites in the dermis, taking into account the size of the fascicle, particularly the
length of labrun and dental depth in maxillae. Considerations are made on the susceptibi-
lities of some anthropophilic sandflies from America that are considered as good vectors.
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