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RESUMEN

La leishmaniasis es una enfermedad causada por el pardsito Leishmania sp. y
transmitida por la picadura de un mosquito hembra del género Lutzomya sp. Esta
enfermedad puede manifestarse con diferentes cuadros clinicos que van desde lesiones
cutdneas localizadas (LCL) hasta lesiones cutdneas difusas (LCD).

Una de las primeras células con las que el pardsito entra en contacto después de ser
inoculado en la piel por el piquete del vector es la célula de Langerhans (CL). Esta célula es

consxderada dentro de las celulas presentadoras de antigeno como una célula dendritica con

: capacldad de fagocnar a la Letshmama y de iniciar una respuesta inmune primaria.

’ En este trabajo se ‘realizé un anélisis cuantitativo de las CL epidérmicas en ratones

“ BALB/c (susceptibles’ a']kg‘leishmaniasis) infectados con Leishmania mexicana mexicana

k'cvqn la*finalidad ‘de ob;ervzir 'si el niimero y la cinética de las CL en el sitio del in6culo se

- correlacionan con el desarrollo de la infeccién.

»fpﬁrpado y la cola. kLas lém as' se obtuwcron incubando cada sitio con solucnén salina
balanceada y EDTA. Posteriormente fueron tefiidas para esterasa inespecifica con la que

adquirieron una coloracién café para después ser contadas por mm?® con una cimara licida.




Los resultados muestran que la infeccién en oreja cprsga con 1‘m 10 % de aumento
transitorio del grosor del sitio inoculado que ocurré a los 34 dias post-infeccién. Este
aumento se correlaciona con un aumento del 100 % en el mimero de las CL que ocurre de
manera paralela al aumento en el grosor. Por otro lado, cuando la infeccién es en el cojinete
plantar se observa un aumento progresivo del grosor de la lesién, registrdndose su valor
mdximo al finalizar el experimento (a los 54 dias post-infeccién) con un 42 % dec aumento.
Asf mismo, se observa un aumento progresivo de las CL de manera paralela al aumento en
el grosor y tiene su mayor incremento a los 54 dfas post-infeccién siendo del 34 %.
Interesantemente también se registraron cambios en el nimero de CL en sitios distantes a

los infectados los cuales fueron mayores cuando Ja infeccién era en oreja.

Posiblemente la’afluencia rdpida de un nimero importante de CL en el sitio de la
infeccién favoreci6 la curacién como se observé en oreja. Por otro lado, la llegada lenta de
_un.menor niimero‘de C rmiti6 el “est: blecirﬁiehto de la infeccién como ocurrié con la

infecci6n en el cojinete plant




ABREVIATURAS

CD
CL
CPA
DNFB
GCL
ICAM
IDR

LCD.-

“LcPD
LE-
LFA
LMC
LPG

LV

. MHCI-

. PAMP's

PBS -

“TLR'

células dendriticas

células de Langerhans

células presentadoras de antigeno
dinitrofluorobenceno

granulo de la célula de Langerhans
molécula de adhesi6n intercelular
intradermorreaccién

leishmaniasis cutdnea difusa
leishmaniasis cutdnea localizada

leishmaniasis cutdnea pseudodifusa

* - leishmaniasis esporotriciforme

antfgeno funcional linfocftico
leishmaniasis mucocutdnea

lipofosfoglicano

lelshmamas:s visceral

complejo mayor de hlslocompaublhdad de clase 1

complejo mayor de hlstocompatlbllxdad de clase IT

patrones m Iecu]ares asocxados a patégenos

. amomguador salmo de fosfalos

receplor tipo Toll

iii



I) INTRODUCCION

1) ANTECEDENTES HISTORICOS DE LA LEISHMANIASIS

Es muy probable que la leishmaniasis se conociera desde el afio 1500 y en México,
en 1688 Lépez Cogolludo escribié en su libro Historia de Yucatdn que los primeros
franciscanos, que intentaron convertir a los Itzaes del Petén, informaron de numerosos
indfgenas con las “orejas podridas”.

En el afio de 1788, Hipdlito Ruiz describi6 la presencia de “llagas corrosivas” en la
cara de pacientes originarios del Perd y en 1885 Cunningham observé por primera vez al
parésito. Sin embargo, fue Leishman quien lo describié y afos més tarde Ross le confiri6 el
nombre de Leishmania en su honor.

El primer cullivq dél pardsito se realizé a principios del siglo XX (Nicolle, 1908) y

en 1911 Wenyon sugiere que el -transmisor de la leishmaniasis cutdnea es el mosquito

cera de los chicleros” con el que se conoce a este padecimiento en

Meéxico fue otorgado. por‘Seidelfnten bl,912, debido a la frecuencia con la que se presentaba

<7 len ‘as ar. "qucéién del. chicle. Posteriormente en 1926

a efectuar la prueba de intradermorreacci6n,



denommé Leu'hmama rap:ca mexrcana Esla subespccne fue elevada a la categoria de

espeme en 1972 por Gamham y Aldler qunenes la nombraron Leishmania mexicana.
Postcnormcnle, en 1986 Lamson y Shaw establecieron la especie como Leishmaria
mexicana mexicana 'y Gnmaldl en 1987 confirm6, mediante el uso de anticuerpos

monoclonales, que L. mexicana mexicana es la responsable de la “ilcera de los chicleros”.

2) GENERALIDADES
La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria causada por un protozoario del
género Leishmania, ubicado cn la familia Trypanosomatidae (Lezama e Isaac, 1995). La

historia natural de ln enfermedad se inicia con la introduccién de promastigotes en la piel

transmitidos durante la p de'la hembra de un mosquito hematéfago del género

Phlebotomus en e] Vxe_]o Mundo’ y Lutzo/ ia en cl Nuevo Mundo (Velasco, 1991a).

opica{l‘cs": de - mayor

Este padec:mlento constituye: una’ de*las’seis enfermedades




3) TAXONOMIA DEL GENERO Leishmania

REINO: Protista

PHYLUM: Sarcomastigophora
SUBPHYLUM: Mastigophora
CLASE: Zoomasligophora
ORDEN: Kinctoplastida
SUBORDEN: Trypanosomatida

GENEROS

Blastocrithidia

Crithidia

SURGENEROS

[ Leishmania

Endotryy

Herpetomonas

"FAMILIA

" Trypanosomatidac

Leptomonas

Phylpménas ‘

. Wdild;eimz

Trypanosama L

Leish
de iguanas

Viannia

Leish

- Trys s

('o clasificados

no clasificadas

COMPLEJOS ESPECIES
(L hiopi { L. acthiopi
L., donovani { L. donovani
L. infantum { L. infantum
< L. major { L. major
L. enriettii
L. mexicana L. mexicana
L. pifanoi
L. tropica L. tropica
\. {
L. adleri * ;
L. gymnodactyli

L. hoogstraali -,
L. tarentolae

(L.

braziliensis

L. braziliensis

L. colombiensis
L. equatorensis
L. peruviana

L. guyanensis

in

L laiﬁsdnt;

| Lo g
\C

Tomado del National Center for Biotechnology Information (NCBI), 2001.

L. shawi
{ L. lainsoni

{L.naiﬂi

L. arabica
L. archibaldi
L. deanei

L. gerbilli

L. guliki

L. herreri

L. hertigi

L. killicki

L. turanica
L.sp



4) CICLO BIOLOGICO

En el ciclo biolégico de Leishmania intervienen el mosquito que es el transmisor y
un mamifero como hospedero final donde se manifiesta la enfermedad. Ademds del hombre
la leishmaniasis se ha detectado en mamiferos domésticos y silvestres como perros,
perezosos, osos hormigueros, martuchas, mapaches, tejones, tepescuintles, tlacuaches y
ratones (Lezama e Isaac, 1995). El parésito presenta dentro de su ciclo de vida dos estadios
que son los de promastigote y amastigote (Figura 1). El promastigote es la fase mévil y mide
de 15 a 20 pm de largo por 1.5 a 4 pm de ancho, su forma es alargada, tiene un nicleo
central y un cuerpo basal por delante del cinctoplasto donde nace su flagelo (Figura 1A).
Este estadio vive gxtracelularmcme en el tracto -digestivo del insecto. El amastigote
representa la fase ’i‘l"l't‘né\yl‘il, es de forma redondeada u oval con aproximadamente 2 a 5 um de
fd’iém‘cﬁ'o,;'c;dn‘ \mv néglég e#c’:émricé. un cinetoplasto y carente de flagelo, su citoplasma esta
_cubierto pof una doblg mchﬁraﬁa. Este estadio se desarrolla dentro de los macréfagos del

Vmamfferd hospedero (Figura 1B).

Figura 1. Estadios de Leishmania sp. A) promastigotes en un cultivo in vitro y B) macréfago

con miiltiples amastigotes.

TESIS CON )
FaLLA DE ORIGEN




La infeccién por Leishmania se inicia cuando un mosquito infectado pica al
hospedero e introduce los promastigotes en la piel donde son fagocitados por los
macréfagos. En el interior de éstos permanecen cn el fagolisosoma y debido al pH 4cido se
transforman en amastigotes, los cuales se multiplican asexualmente por fisién binaria,
provocando el estallamiento de los macréfagos con la subsecuente liberacién de pardsitos
que invaden a otras células fagociticas donde se reinicia la proliferaracién de amastigotes.

Cuando los mosquitos se alimentan durante la hematofagia ingieren macréfagos
» infectados con amastigotes que experimentan uno o mds ciclos de divisién antes de
: uahsronnmé en prc;masligotcs flagelados (Killick-Kendrick er al., 1974). Se ha reportado

que la transfommc:én de los amastigotes a células elongadas que poseen un ﬂagelo corto

sucede en un pcnodo de 18 a 24 horas (Lawyer et al., 1987). Los promastlgoles e dwxden

conunuamenle por ﬁsxén bmanu en el m(esuno del mosquuo y su conunua le é

: “cétulas del

: (ChangyFong, 1985; Velasco etal.. 1991b;" Blank e al.,; 1993 Lezama e Isaac, 1995).
*5) CUADROS CLINICOS

Las manifestaciones clinicas dependen de la especie o subespecie de Leishmania, as{
como de la eficiencia en la respuesta inmune del hospedero que estd influida por factores
genéticos o bien, por la infeccién agregada por otros organismos patogénicos (Moll er al.,
1995). Cuando la infeccién estd restringida a la piel los cuadros clinicos que produce son:

leishmaniasis cutdnea localizada (LCL), leishmaniasis cutdnea difusa (LCD) y leishmaniasis
5




cutdnea pseudodifusa (LLCPD) (Velasco et al., 1997). En la leishmaniasis mucocutdnea
(LMC) las lesiones ocurren en mucosas y en la leishmaniasis visceral (LV) el parésito se

encuentra en bazo e higado (Velasco et al., 1991b; Blank et al., 1993).

A) Leishmaniasis cutinea localizada (L.CL)

Esta forma es conocida en México como ‘‘ilcera de los chicleros” es causada por
Leishmania mexicana mexicana y se caracteriza por la presencia de un sélo nédulo que
tiende a ulcerarse (Figura 2) o miiltiples nédulos si el transmisor picé repetidamente o
picaron simultdneamente varios -vectores infectantes. La ulceracién aparece de 15 a 20 dias

después y. es generalmcnlé fedohdeada de bordes indurados, fondo limpio e indolora

(Velas¢o,:‘199)i' 3 }§6 de la lesi6n es diferente ya que al principio es un

- macréfagos (Velasco, 1991a).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Figura 2. Lesién caracteristica en la leishmaniasis cutdnea localizada (LCL). 6




B) Leishmaniasis cutdnea difusa (LCD)

Este cuadro clinico puede ser causado por Leishmania aethiopica y Leishmania
mexicana amazonensis, sin embargo en México lo causa Leishmania mexicana mexicana.
Esta forma clinica se inicia con un nédulo que no se ulcera y se disemina por via linfatica,
dando como resultado la formacién de miiltiples nédulos en todo el tegumento cuténeo

- (Figura 3) con excepci6n de palmas de las manos, plantas de los pies, regi6n axilar, inguinal,

“genital .y cuero cabelludo. Sin embargo, en México es frecuente encontrarla en mucosas y

enil:iles’(Vel;lSco et al 1989). En esta forma clfnica los pacientes son negativos a la IDR

on elshmanlna Este padecnmlento es de dificil tratamiento y generalmente a largo plazo

1987) En estos pacientes la respuesta inmune

-celular se encuentra inhibida'm n'tras ’qt’xe la’ respuesta humoral estd aumentada, aunque sin

‘ L reallzar n(xhsns hlstopatoléglco se pueden observar abundantes pardsitos
fdenlro de los macréfagos dcl paciente (W.H.O., 1984; Walton y Velasco, 1987; Velasco et

zil., 1989).

Figura 3, Lesi6n caracteristica en la leishmaniasis cutdnea difusa (LCD).
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C) Leishmaniasis cutinea pseudodifusa (LCPD)

Esta forma clinica es muy parecida a la esporotriciforme y se caracteriza por lesiones
nodulares que siguen la trayectoria de los vasos linféticos, o bien puede ser un conjunto de
lesiones nodulares alrededor dc otra lesi6én nodular algunas veces ya ulcerada. Los pacientes
que tienen esta forma clinica, son negativos a la IDR con leishmanina. Las lesiones poseen
escasos pardsitos y al igual que las de la LCD, son refractarias al tratamiento con
medicamentos o por termoterapia. Esta forma clfnica, hasta ahora, solo ha sido descrita para
Méx|c0 en la Chonlalpa Tabasquena (Velasco et al., 1997) y Berzunza-Cruz y colaboradores

: (2000) demostraron dlferencxas significativas entre los aislados de esta forma clinica y otras

vl causadas por Lexshmama mexicana mexicana, mediante el anélisis del ADN del cinetoplasto

B uulnzando enzimas de restriccién.

D) Leishmaniasis cutdnea esporotriciforme (LE)

La manifestacién de esta forma clfnica se caracteriza por la presencia de pcqueﬁosf, e

nédulos subcutdneos que se disermninan por via linf{nica generando un cuadro clfnicb similar . .

a las lesiones que ocasiona una micosis causada por Sporothrix shenckii, es por ello que se le o
conoce con este nombre. En este caso la IDR es positiva y la presencia de parﬁsnos en Ias

biopsias es escasa (Gaafar et al., 1994; James et al., 1997).

E) Leishmaniasis mucocutinea (LMC)
Esta forma clfnica también es conocida como espundia y es causada por Leishmania

braziliensis braziliensis y probablemente tamblén por Leuhmama braziliensis panamensis y

Leishmania braziliensis guyanensis. La lelshmanlas mucocutc’mea se presenta inicialmente

como una lesién cutdnea que postcnormente se dlsemma. ‘se caracteriza por la aparicién de



* manifiesta no cura espont

(Haldar e al.; 1983). . =

nuevos focos de infeccién y se extiende hacia la cavidad oronasal y faringea (Castes er al.,
1983). El abultamiento de la nariz y los labios causa la caracteristica nariz de tapir, dando
lugar a una enfermedad crénica con una mutilacién severa y muerte como resultado de
obstruccién en las vias repiratorias o desnutricién ya que los pacientes presentan inanicién
debido a la odinofagia (Velasco, 1987). Esta condicién no cura espontdneamente, es de
diffcil tratamiento y resistente a la quimioterapia. En los casos severos se presenta un
incremento de células T en el sitio de la lesién (Walton, 1984). En México ha sido observada

en los estados de Chiapas, Oaxaca, Tabasco y Veracruz (Velasco, 1987).

F) Leishmaniasis visceral (LV) .

El cuadro clinico que causa la leishmaniasis visceral también se conoce como kala-

azar o enfermedad negra y es causado’:por’ Leishmania donovani. Se caracteriza por la

de la piel, aunque esto "'r'l'ci ha sido observado en pacientes mexicanos. Inmunolégicamente se
observa - pérdida: de :la respuesta’ de ;hipersens

reactividad ir':: vitro de los linfocitos'T a antigenos




6) INTERACCION DE Leishmania CON EL SISTEMA INMUNOLOGICO

Los diferentes cuadros clinicos que se presentan en los humanos pueden ser
reproducidos de manera experimental con modelos murinos. Gracias a dichos modelos se ha
obtenido informacién de los mecanismos involucrados en la respuesta inmune de los
organismos infectados con las diferentes especies de Leishmania (Moll, 1993a).

El proceso de infeccién que se presenta una vez que los parasitos penctran la piel del
hospedero se lleva a cabo en diferentes etapas que incluyen la unién del parésito a la

superficie de los macréfagos y su fagocitosis. El macréfago presenta el antigeno en

combmacnén con molé las del Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase 1 (MHC I)

con actwaclén d 5 asoc; ac16n con moléculas del Complejo Mayor de

Hxstocompaubllxdad MHC';H)"COI\ la:ac;nvac:én de linfocitos CD4*, La

presentacién d_el am[gen ’ésq 'rgqperido para la induccién y

é]u_ivas. Entre las células

influyen notablemenlé’en' :

combinacién dc amf eno

1988; Scott,

o son de la cromcxdad de la enfermedad (Scott er al.,

= '1989) La acuvaclén del lmfocno cooperador CD4" Thl lleva a la curacién debido a un
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aumento en la secrecién de IL-2 e IFN-y, las cuales son potentes citocinas activadoras del
macréfago. El macréfago activado se transforma de una célula liospedera para la Leishmania
en una célula efectora con alta capacidad leishmanicida. Lo anterior lleva a la eliminacién
del parésito mediante varios mecanismos, siendo uno de los mis importantes el aumento en
la produccién de los radicales de oxigeno y de nitrégeno (Locksley y Klebanoff, 1983).
Aunque se desconocen los mecanismos responsables que inducen una respuesta de
t:po Thlo Th2 se ha establecido que entre los factores que las predisponen se encuentran la

: canudad y cahdad del antigeno presentado por células presentadoras de antigeno y el fondo

lico’ del hospedero En modelos experimentales murinos s¢ ha visto que al infectar a

ralones C57BIJ6 con Leishmania major se presenta una resistencia natural asociada con la

prcsgncm de IFN

- producido por las células CD4* de tipo Th1. En contraste, en ratones de

; e ha encontrado que células NK asi como
o hnfocnos B y T de upo Thl:y.Th2, pamcnpan en‘e] desarrollo del padecimiento (Bogdan et

al., 1996)



7) LAS CELULAS DE LANGERHANS

Las células de Langerhans (CL) juegan un papel muy importante en el desarrollo de
la leishmaniasis debido a su localizacién en la picl. Para estudiar su participacién se han
disefiado modelos experimentales de lecishmaniasis tanto in vivo como in vitro. En modelos
in vivo se encontré que una de las primeras células con la que se encuentra la Leishmania
introducida intradérmicamente es la célula dendritica inmadura de la piel o CL que se
caracteriza por su capacidad de iniciar una respuesta inmune primaria (Axelrod er al., 1994;
Banchereau y Steinman, 1998).

En el afio de 1868, observando piel humana tefiida con una impregnacién metélica
con cloruro de oro, Paul Langerhans describié una poblacién de células dendriticas

intraepidérmicas que actualmente llevan su nombre. A pesar de las limitaciones técnicas con

: las:ﬁué contaba, identific6 que estas células tenfan una posicién suprabasal y contaban con

gran nimero de dendritas yos extremos se presentaba una dilatacién

} for_ﬁia de botén.”’

: formaban  un sistema’ nervioso intraepidérmico”; (Ebling 1980).',Desdévsu descripci6n y

“ hasta’ 1960 no’se‘avanzé mucho en el conocimiento de las CL.Fue a partir de esta década

que se incrementé no(ablememe,c]‘conoclmlenlo‘dé 'dichas células debido al desarrollo de

enzimélticas,” inmunolGgicas y de biologfa celular, ademés del uso

- nuevas técnicas como 1

'+ del microscopio electrénico que ha permitido su identificaci6n en varios tejidos.

 Mediante estudios con mléroscopi’a electrénica se ha observado que las CL no solo se

““encuentran en'la parte superficial de la epidermis, sino atravezando la membrana basal y en

la defrms.‘ Son c€lulas de naturaleza dendritica que presentan un citoplasma claro debido a la

ausencia de melanosomas y tonofilamentos. Son células con numerosas mitocondrias, un
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retfculo eri'doplésmico‘y un complejo dé 'Golgi bien desarrollados. Una caracteristica con la

>que puede reconocerse a la CLes por un grinulo en forma de raqueta de tenis, llamado
grénulo dc Blrbeck o grénulo de la célula de Langerhans (GCL). Este se encuentra cercano

al complejo de Golgl y se puede mover hacia la membrana celular (Zelickson, 1965).

A) Origen de las células de Langerhans

Las CL fueron poco estudiadas debido a varias razones. Desde la primera vez que
estas células fueron descritas su origen y funci6n fueron motivos de controversia.
Inicialmente se les consider6 como células nerviosas y mis tarde como melanocitos
desgastados o inactivos. Algunos consxderaron que las CL eran artefactos de tinci6n, pues

las técmcas que para ello ' usaban» eran mespecl’f icas y de resultados inciertos (Tamaki y

‘: ylh’i‘z]é p‘cit‘c“)s' irjm‘ziduros o en reposo (Zelickson, 1965; Breathnach, 1975). A pesar de que los

‘ : melahocifos' y las CL presentan caracterfsticas ultraestructurales en comiin, cada célula
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prasenta un organelo que la distingue que son el melanosoma y el GCL, respectivamente

- (B|rbeck el al 196]) Rawles (1948) demostré que el origen de los melanocitos era a partir

de lasicrestas neurales y posteriormente Silvers (1957) encontr6 células dendriticas

aureofﬂlcas en la piel de ratones experimentalmente desprovistos de crestas neurales,
- concluyendo que las CL no se originaban de éstas ni tenfan relacién con los melanocitos.

Entre 1965 y 1975 se acumularon evidencias acerca del posible origen mesodérmico
e de Ias CL ‘Fueron consideradas como células inmunocompetentes o como células que

s podfan _aplurar materiales antigénicos (Pruneiras, 1969). Al inicio de la década de los 70's

se observ6 que en las reacciones de hipersensibilidad retardada a alergenos aplicados

',“eplcul{meamente algunas células parecidas a los linfocitos establecian contactos estrechos

" con ]as CL y que su niimero aumentaba significativamente en los vasos linfiticos y en los

'gan‘ghos' hnféucos regxonales (Sllbcrbergy 1971 1973 Sllberbcrg et al., 1975).

oncepto de Ias CL ha variado desde considerarlas

: vcomo células nervnosas, melanocnos, histiocitos y ﬁnalmente como células dendriticas

presentadoras de amfgenos.

B) Identificacién de las células de Langerhans
Las CL muestran un patrén caracterfstico de tincién y se han empleado diversas
técnicas para su identificacién entre las que se encuentran las impregnaciones metélicas y las

histoquimicas enziméticas (Juhlin y Shelley, 1977).




i) Impregnacién metélica

La utilizacién de la plata para estudiar a las CL ha tenido poca difusién debido a que
impregna otros elementos cutdneos como melanocitos y terminaciones nerviosas. Sin
embargo, se ha reportado que entre los gstl;alqs basal y granuloso de la piel del cobayo existe
una poblacién de células dendriticas qﬁe se pueden visualizar con el método de
impregnacién con plata-de Holmes y morfolégicamente corresponden a CL (Billinham y
Medawar, 1953). » ‘

Otra imbregnacién metélica empleada para identificar a las CL es el método de zinc-
yodo-osmia, el cual fue aplicado con éxito para Iak demostracién de CL. en piel humana

normal y en pacientes con histiocitosis-(Niebauer et al., 1969).

ii) Histoquimica enzimitica
Se ha demostrado que las CL presentan varias enzimas cbmo son: a-D-manosidnsa,

aminopeptidasa, ATPasa, f- glucoromdasa. colmeslerasa' esterasa mespecﬂ" ca fosfatasa

alcalina 'y peroxidasa endégena Sm embargo lo ~pr0ced ientos enznm{mcos més utxles'

para la observacxén de las CL son las hlstoquimxcas para demosuar la acuvndad de ATPasa y

de csterasa mespecrﬁca.

sobre *_1~naf;i’l-de-manopiranésido. Se han demostrado
-D-myakrioéidyasa en la piel de pacientes con las

mann-.

Pick tipo C y alopecia mucinosa. Por su
stra S espinosos y en la vaina epitclial externa de

1 aspecto de las células manosidasa positivas no




‘' muestra el palfén ;iendrfticﬁ de las CL y hasta el momento no se sabe si es consecuencia de
la técnjczi ° es caracteristica de dichas células en los tejidos patoldgicos, por cllo es
:necesario realizar el estudio de la piel normal (Elleder, 1975).
'b) Aminopeptidasa:

La demostracién dckesm enzima no es un procedimiento que se utilice comdinmente para
el estudio de las CL, égpqh_é tiene la ventaja de que el producto de la reaccién enzimdtica es

de color rojc}' briliahfe: o cual ‘ha sido aprovechado para marcajes autorradiogrificos

975). Este método es altamente re oddéibie y confiable para la

pitelios;” Adn no se onoce con certeza el significado funcional de

ero e vi)rrbbablcr que esté involucrada en procesos de

- endocitosis’ necesarios para;la’ captacién de antigenos o en la transferencia de energia

‘ ésaéiada <:;an la mo ad c_eluﬁr (i‘ynch etal., 1981).
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d) B-glucoronidasa:

El significado biolégico de la actividad de la B-glucoronidasa en las CL es hasta la
fecha incierto. Se cree que puede estar relacionada al procesamiento de glucoproteinas de
membrana, anglogo a lo que se especula para la actividad de o-D-manosidasa (Elleder,
1975).

e) Colinesterasa:

Sekhan idemiﬁcado células colinesterasa positivas en el murciélago, observindose una

rgﬁ identificadas como CL (Bourlond et al., 1962).




orejas. Las CL epidérmicas de la cola se encontraron asociadas a los foliculos pilosos en las
regiones ortoquerat6ticas, mientras que las paraqueratéticas carecfan de estas células (Riley,
1966). El método para la demostracién de la esterasa inespecifica es sencillo y ttil para la
visualizacién de las CL epidérmicas.

g) Fosfatasa alcalina:

A principio de la década de los 70's se pensaba que la actividad de la fosfatasa alcalina
se restringfa a las CL epidérmicas de los primates africanos Perodicticus potto, Galago
senegalen.ﬂs y GaIago crassicaudatus. Sin embargo, Schleger y Bean (1973) detectaron

células dcndrfucas posnuvas a la fosfatasa alcalina en la epidermis del ganado vacuno. Esta

i :enmma ‘s encucnlra‘en granulocitos y junto con la ATPasa y la esterasa inespecifica




C) Ultraestructura de las células de Langerhans

La primera descripcién del patrén estructural bésico de las CL fue realizada por
Birbeck y colaboradores (1961). Ellos observaron que las CL presentan un nicleo celular de
apariencia marcadamente indentada por la presencia de hendiduras profundas, un aparato de
Golgi bien desarrollado, citoplasma claro en comparacién con el de los queratinocitos
adyacentes y con un organelo citoplasmdtico caracteristico llamado grdnulo de Birbeck o

grédnulo de las células de Langerhans (GCL).

El GCL es una estructura membranosa en forma de disco con un tamafio de

aproximadamente 0.3 um que puede estar curvado, en forma de copa o torcido sobre sf

~-mismo y ademds presenta una o dos proyecciones vesiculares. También puede encontrarse

“en fohﬁz{ 'd'evbaélﬂ ldn\.gki'tudk variable con una estriacién central periédica de 90 A o bien

e material : antigénico por las CL y se ha

imulacién antigénica epicutdnea con un hapteno induce un incremento




D) Marcadores de las células de Langerhans

Para identificar a las CL de manera mdc precisa se utilizan anticuerpos que
reconocen marcadores de superficic y citopldsmicos. Con estos marcadores se ha podido
conocer el fenotipo de las CL y han proporcionado conocimiento acerca del papel funcional
de dichas células ante la presencia de antigenos. Las técnicas de tincién utilizadas son la
inmunoperoxidasa, la inmunofluorescencia y el marcaje con inmuno-oro. Dichas técnicas se
:h‘an aplicado en el tejido procesado de diferentes formas, ya sea en cortes en frfo, en las

‘l4minas epidérmicas o bien direct en las células epidérmicas.

Las CL muestran en su superficie moléculas codificadas por los genes HLA-DR,
HLA-DQ y HLA-DP (Sontheimer et al., 1986). Todas las CL epidérmicas expresan los
antfgenos CDla y débilmente los antigenos CDlc, pero no expresan los CD1b (Schmitt et

al., 1986) chldo a quc los queratmocxlos no expresan mngun anﬁgcno CD1, los

'mar..adores CDla y Cch:son'muy ﬁnles para identificar a las CL l..as moléculas CD]

es - en el compammemo endosomal “de manera andloga a

“central nfecciones oc;_z{sidnadas por parésitos protozoarios como es el caso de la

. leishmaniasis, ya que las leishmanias se encuentran en el compartimiento endosomal cuando
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son fagocitadas y adicionalmente estén cubienas dé una extensa capa de glucolfpidos como
es el lipofosfoglicano (LPG).

Otro marcador de linfocitos que tienen las CL es el antfgeno CD4. Se ha observado
que la expresién de este marcador es baja en las CL de piel normal y que aumenta
considerablemente en enfermedades cutdneas, lo que sugiere que su expresién es regulada
por citocinas inflamatorias.

Adicionalmente, las CL del humano presentan algunos marcadores de macréfagos y
monocitos, aunque en niveles mis bajos, como son CDI14, CD15 y CD33, Utilizando

antlcuerpos monoc]onales se ha demostrado que las CL expresan niveles bajos del FeyRIl

D18) y no expresan los FcyRI (CD64), FcyRIII (CD16); CR1

el Iiga}iﬂo dé l'a"E-selec(iha (CD62E) expresada por las células endoteliales (Blauvelt et al.,

1995-' ancway p al 1999).

Por otro lado, a diferencia de los macréfagos, las CL en el ratén reaccionan con un

anucuerpo monoclonal conocido como NLDC-145 y la proteina reconocida por este
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anticuerpo es el receptor llamado DEC-205, protefna integral de membrana con actividad de
lectina, homéloga al receptor de manosa de los macréfagos y que al unir carbohidratos y
mediar la endocitosis se le relaciona con la captacién de antigenos (Kraal et al, 1986; Jiang

et al, 1995).

E) Funcién de las células de Langerhans

Las CL son células presentadoras de antigeno y tienen una funcién importante en
iniciar una respuesta inmune primaria. Estas células capturan y procesan el antigeno en la
piel, desde ahi migran hacia los ganglios linfiticos y presentan el antigeno a los linfocitos T

cooperadores CD4* (Afonso et al.. 1994)

Cuando las CL n; uen ran en la plel se Ies considera como células dendriticas

: inmaduras y per

-7+ bacterias'y iJaféSi(ds imracelulares.

Las CL pueden capturar concentraciones picomolares o nanomolares del antigeno
mediante la macropinocitosis y la endocitosis, mientras que otras células presentadoras de
antigeno solo- capturan concentraciones de antfgenos mayores a esas. Adicionalmente

receptores tipo Toll (TLR’s) 2, 3, 4, 5, 6 y 9 que reconocen varios patrones moleculares
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asociados a patégenos (PAMP's) como LPS, lipoproteinas de bacterias, peptidoglicanos y

dinucleétidos CpG, sin embargo estos receptores no son fagociticos (Figdor et al., 2002).

mananas, ICAM-2,

1CAM-3

LECTINA TIPO-C TIPO | CELULA LIGANDO FUNCION
'MMR (CD206) : .. S e Manosa y fucosa Captura de antigeno
DEC-205 (CD205): ? Captura de antigeno
‘Dectina, B-glicanos - Interaccién célula T
? Captura de antfgeno
? Formacién grénulos

de Birbeck
HIV-1 (gp120), Interaccién célula T,

captura de antigeno y

‘migracién

liep
:plasmacit.

Captura de antigeno :

‘CD’.

l:cp-.

) '.kpresentador' de antfgeno (CPA) con capacidad migratoria. Algunas moléculas involucradas
‘enla’ _tra\‘n‘su:blén hacxa CPA son CD40, TNF-R e IL-1R pues mediante la unién a sus ligandos

se induce la maduracién de las CL que estd mediada por varios procesos (Flores-Romo,

2001).
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La matiuracién inicia cuando un antigeno como Leishmania es introducido en la piel

y se éenera uﬁ proceso inflamatorio con produccién de TNF-a e IL-1 y acumulacién de més

: CL en ese ksilio. En este momento MIP-3a (LARC, Exodus-1) que se expresa en epitelios,
jucg‘a un papel importante al ser una quimiocina atrayente de CL inmaduras o de sus
““'precursores hacia los epitelios inflamados. Ademés hay aumento de MHC Il intracelular en

2 A'com'panimenlos llamados MIICs, receptores para quimiocinas como CCR1, CCRS, CCR6

“"(Tabla 2) y elevada expresién de CD68. Por otro lado hay niveles bajos de CCR7, CDS54,

CD58, CD80, CD86, CD40, CD83 y no hay DC-LAMP (Bancherean et al., 2000;

Proudfoot, 2002).

Receptor Ligando

CD inmaduras

CCRI1 MIP-1a, RANTES, MCP-3, | -
MIP-5 I

CCR2 MCPs

CCR4 TARC, MDC

] ccrs MIP-1a. MIP-18; RANTES

'CCRG6 (solo en CL) MIP-3a. B

CXCR1 IL-8

CXCR4 SDF-1

CD maduras . T

CCR7 MIP-38. 6Ckine (SLC)

Tabla 2. Expresi6n de receptores para Quimiociym‘i.s‘é’n _ééhjlas dendriticas (CD).
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llnfélxca con la part:cnéacxén de la 6Ckine (SLC) que se expresa en vasos linfaticos. Las
célu]as dendrmcas maduras entran al 4rea paracortical de los ‘n6dulos linfdticos como
- respuesta a la produccién de MIP-3B y/o 6Ckine en la zona de células T. Las células
dendriticas pucden‘pi’oducir M[P-3B y 6Ckine con lo que se amplifica la seiial quimiotéctica,
ademds, estas dos quxmxocmas también son quimiot4cticas para linfocitos T. Se requiere de

diversas moléculas de adhesnén para que las células dendriticas maduras puedan interactuar

con los lmfocnosT ‘estas son ICAM-1, ICAM-Z y LFA-1, LFA-3 (Banchereau et al., 2000).

Las CL presentan antig béggnos'_medxante MHC I, mientras que las moléculas

clase 1I se relacxona [ tigenos exégenos (Acq!la et avl.,r 1995; Gielen

et al., 1988).. =
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F) Cinética de las células de Langerhans relacionada con estimulos en la piel

Las CL son una poblacién celular dinimica que cuando se presentan en la piel en
mimero y funcién normal juegan un papel de centinelas equipando a la superficie cutdnea
con una elaborada red de proyecciones dendriticas preparada para capturar antigenos e
iniciar una respuesta inmune. Sin embargo, cuando las CL estdn alteradas morfolégica o
numéricamente, esto repercute en sus propiedades fisiolégicas y la red se rompe, haciendo
vulnerable al sistema inmune en varias de sus vias (Streilein er al, 1980). Las CL ticnen un
papel crucial como células presentadoras de antigeno e inducen una respuesta inmune
positi\"a al ingresar antfgenos a través de la piel (Lynch er al, 1981). Al encontrarse las CL
en ]a epxdermns. es razonable esperar que puedan iniciar su funcién primaria dentro de dicha
. estruc(ura y que esta funcién pueda depender de su densidad numérica (Bergstresser et al,
1}980c). :
i Se han realizado muchos estudios para conocer la distribucién y nimero de las CL en
tejido;‘: normales de varias especies observando diferencias. En cobayos, Wolff y

'Winkelmann (1967) reportan que hay aproximadamente 900 CL/mm? y su densidad no varfa

: de reglén a reg|6n Bcrgstresscr y colaboradores (1980a) analizan el niimero de CL en varios

690/mm?; cojinete plantar, 820/mm? y cola, 110/mm? Los mismos autores reportan que en

- Iyas‘vcér‘nea's de los ratones, los hamsters y los cobayos no hay CL. En el hombre hay algunas
vériécj:iones en el nimero de CL dependiendo de la regién de la que se trate, siendo el rango

‘de 460 a 1000/mm?. Se considera que un hombre adulto tiene en promedio alrededor de
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2x10° CL en la picl. Es importante conocer los estudios cuantitativos de CL que se han
realizado en organismos sanos, para poderlos comparar con los modelos experimentales o
los sujetos enfermos (Schuler, 1991).

Se ha visto que las CL juegan un papel importante en el desarrollo de
hipersensibilidades por contacto, por ejemplo con experimentos realizados en la piel de
animales que reaccionan con sustancias como el dinitrofluorobenceno (DNFB) (Gschnait y
Brenner, 1979). Para la sensibilizacién de la piel con sustancias qufmicas se requiere una
fase inicial. durante la cual dicha sustancia reaccione directamente con uno de sus

componentes, como lo son las CL que han sido incluidas como componentes de un “sistema

‘réticuloepitelial” 0'que une y procesa el antigeno aplicado en la piel y preside sobre

sefial “inmunogénica a compartimentos centrales del aparato

Se ha observado que cuando las CL de una piel sana son expuestas a los rayos UV,
atin con_dosis’ baj se'reduce su nimero y se altera su funcién lo cual puede tener un
obre la respuesta inmune (Lynch er al, 1981), Estudios cuantitativos de las

: CL de algunas reglones anatémicas de ratones, hamsters y cobayos han demostrado que el

"promedlo de la densidad superficial de las CL en !a piel de la cola es considerablemente

: rnenon‘ a Ia de la piel del cuerpo. Adicionalmente, dichas células en la cola estan distribuidas
"de manera desigual formando una red compuesta de dos porciones, la paraqueratética y la

" ortoqueratética. La primera es la regién central carente de CL y la seguna es la zona que
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rodea a la regién central y tiene CL distribuidas de manera regular (Bergstresser et al,
1980c). Otro sitio con pocas CL es el cachete del hamster que se ha observado como un sitio
privilegiado inmunol6gicamente ya que cuando se injerta piel en este sitio, no es rechazada.
Se ha propuesto que la causa de la tolerancia se debe a que el nimero de CL es muy bajoy a
que no posee una via de drenaje linfatico o un ganglio linfatico regional y por lo tanto no
ocurre reconocimiento de antfgenos ajenos localizados dentro del epitelio del cachete
(Bergstresser ¢f al, 1980b).

. Se ha visto que las cémeas del hamster, el ratén y el cobayo carecen de CL, por lo
ckual‘ los injertos de cérnea son tolerados (Schuler, 1991). En 1980, Bergstresser y

colaboradores planlearon algunas .hipétesis que postulan que los sitios privilegiados

mmunolégxcnmenle, como lo son la cérnea y el cachele, pucden generarse debido a tres
faclores' 1la ausencm de una ruta de drenaje llnfatxco evnla Ia presemacnén de antigenos en
108 nédulos lmfﬁu;os regionales; 2) la deficiencia en el num;ro de CL le permite al antigeno
pasar directanjcplé :; lravés del epitelio sin una captz}cién:y b;QSentacién inmunolégicamente
efectiva y 3) el antigeno gana acceso directamente al sistema vascular, con induccién de una
respuésta sllxpresivaé inhibitoria (Bergstresser ef al, 1980a).

Exié;en trabajos que correlacionan el nimero de CL en secciones de piel con
enfermedades cutdneas. Sin embargo, se conoce poco sobre las variaciones numéricas de las
: CL dg acuerdo al sexo, edad, sitio anatémico o entre individuos. En algunas enfermedades
se ha logrado correlacionar el némero de CL con la evolucién del padecimiento.

En investigaciones realizadas en sujetos que presentan vitiligo, se reporta que el
" ntimero de CL es el mismo tanto en la epidermis pigmentada asf como en la no pigmentada

(Birbeck et al, 1961; Brown et al, 1967).
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En personas con lupus eritematoso, una enfermedad donde predominan disfunciones
del sistema inmune, se han estudiado las CL epidérmicas y se ha observado que en las
lesiones cutdneas de estos pacientes dichas células presentan profundas alteraciones
morfolégicas tales como pérdida de sus proyecciones dendriticas, distribucién de manera
irregular y reduccién en el nimero en comparacién con la piel normal adyacente
(Sontheimer y Bergstresser, 1982).

También se ha determinado el nimero de CL en enfermedades virales y se ha
observado que en los casos de pacientes con varicela, herpes, sarampién y rubeola hay un
aumento de las CL, particularmente en las dos tltimas mencionadas (Tsukahara y Horiuchi,
1996). Por el contrano, en estudios in vivo e in vitro realizados en humanos que presentan el

virus de- |nmunodeﬁc1encxa humana (VIH) se‘ ha demostrado que el nimero de CL

ina]_en los pacientes con sindrome de

Marchal er al, 1997).

L es.una ‘proliferacién clonal, posiblemente

Las L proliferantes se acumulan en

localizan, - muestran moderada cantidad de

; fcitoplasm yiun nucleo convmuescascaraclerfstmas en forma de surcos. Gencralmente se

,".encuemran mezcladas con eosméf’ los. mdcréfagos reactivos y neutréfilos (Carrillo-Farga y
: Perez—Vegn, 1997)
Una enfermedad rara en la que el nimero de las CL se ha visto alterado es el
sfndrome de Huriez, una genodermatosis autosémica dominante que se caracteriza por una
escleroatrofia difusa de las manos, esclerodactilia, queratoderma lamelar de las palmas y

plantas de los pies e hipoplasia de la ufias. Estudios inmunohistoquimicos vy
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ultraestructurales revelan una ausencia casi completa de las CL epidérmicas de la piel
involucrada en esta enfermedad (Guecrriero er al, 2000).

En la leishmaniasis ain no sc ha estudiado el comportamiento de las CL a pesar de
que estas son las primeras células que entran en contacto con el parésito. Interesantemente
en esta parasitosis la evolucién del padecimiento depende del sitio del inéculo, ya que
pacientes infectados en oreja presentan tlceras crénicas que llevan a la mutilacién completa
del pabellén auricular si no reciben tratamiento oportuno, o sufren recaidas frecuentes una
vez tratados y aparentemente curados. En contraste a esto, si la infeccién ocurre en cualquier
otro sitio, los pacientes con leishmaniasis cutdnea localizada frecuentemente curan
espontdneamente o responden bien al tratamiento. Serfa intercsante estudiar si las CL
participan en este comportamiento diferencial de la evolucién del padecimiento relacionado

con el sitio anatémico de la infeccién,
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11) HIPOTESIS

El niimero y la cinética de las células de Langerhans epidérmicas en el sitio de la

infeccién contribuyen al establecimiento y desarrollo de la leishmaniasis.

III) OBJETIVOS

Con la finalidad de conocer la:relacién q@ick-existq‘femhé’e]ﬂnﬁmero de CL y-el

desarrollo de la infeccién por Leishmania mexicana mexicana, se plantearon’los siguientes

objetivos:

1) Infectar ratones BALB/c con Leishmania mexicana mexicana>en oreja o cojinete,

plantar.y evaluar la progresién de la infeccién mediante mediciones periédicas del grosor de
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1V) DISENO EXPERIMENTAL

1) Animales de laboratorio

Se utilizaron 66 ratones singénicos hembras de la cepa BALBA de 6 a 8 semanas de
edad, los cuales fueron separados en dos grupos de 33 ratones cada uno. Un grupo fue
infectado con promastigotes de Leishmania mexicana mexicana en la oreja y el otro en el
cojinete plantar. Cada grupo a su vez fue dividido en dos, uno con 13 ratones para las
mediciones del grosor del silio inoculado y del contralateral y el otro con 20 ratones para la

cuantificacién del nimero de las CL.

2) Cultivo de pariisitos

Se cultivaron promastigotes’ de ia mexicana mexicana a 25°C en RPMI

1460 (GIBCO) con 10 % de ;suéljé)ffeta] .bo,vihdk (GIBCO) descomplementado. Los

promastigotes fueron . contados . en - una “de’-Neubauer y cosechados mediante

' centrifugacién- del medio de cﬁltiyo a'4000 r.p.m. borfl_o min a 25°C. El cdlculo de! nimero
dc,bromas}igotes se hizo mediante la siguiente férmula:

promastigotes/ml= # de promastigotes x 10,000 x factor de dilucién

3) Infeccion

Cada uno de los ratones de ambos grupos fue infectado con 1x10° parisitos
resuspendidos en un amortiguador salino de fosfatos (PBS) 0.15 M, pH 7.2. Un grupo de
ratones fue inoculado en oreja (entre la dermis y el cartilago) y el indculo fue de 5 ul por

rat6n debido al grosor de la orgja, el segundo grupo fue inoculado con 20 fl en el cojinete
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plantar derecho. A un grupo de ratones se les realizaron mediciones del grosor de los sitios
infectados y contralaterales =n el transcurso de los 54 dfas que dur6 ¢l experimento y el otro
grupo fue sacrificado para la separaci6n de las ldminas epidérmicas y la cuantificacién de las

CL de las diferentes zonas de estudio.

4) Mediciones del grosor de las orejas y de los cojinetes plantares
Mediante el uso de un vernier se realizaron mediciones del grosor (mm) de los sitios
inoculados y contralaterales de los 13 ratones de cada grupo, aproximadamente cada 10 dfas

entre los dias 0 y 54 posteriores a la infeccién.

5) Cinética de las células de Langerhans

. A) Separacién de ldminas epidérmicas

Se obtuvieron las l4minas epidérmicas de diferentes partes de los ratones; 'tales;‘cb'moi '

“oreja, cojinete plantar, dorso del pie, nariz-labio, parpado y cola (zonas ‘corj 'p'oéc;’md éi‘n pelo o

" donde hay CL). Las lminas epidérmicas se ob;ﬁvié’;qn. uhzando'ylz‘ivgécméa'dé Juhlin'y

,lSheiley (1977) en la que se gmp‘leh" 0.02. EDTA; pH 7 ‘s' fétones fueron sacrificados

- por dislocacién cervical, se les aplic6 una crema depiladora en todas las zonas de estudio por

"para'dejarlas libres de pelo, después se enjuagaron perfectamente con

secaron y separaron cada una de las partes. Las orejas fueron cortadas con tijeras y

epgraclla:s'poi la mitad con la ayuda de unas pinzas de disecci6n, obteniendo una parte dorsal
; oy otra ygntraj, kcada una con su epidermis. Para separar las partes dorsal del pie y cojinete
plamarse utiliz6 una navaja de bisturi y se desprendieron completamente. En el caso de la
ézbh; de nariz-labio, el pirpado y la cola se realizaron cortes en forma de rectdngulo con

. ayuda de la navaja y se desprendieron con la pinza de diseccién. Cada una de estas partes
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fue colocada en cajas de Petri con solucién salina balanceada y EDTA 0.02 M, pH 7.2. Se
acomodaron con pinzas de manera que la dermis estuviera en contacto con la solucién y la
epidermis se mantuvicra seca. Las cajas se incubaron a 37°C durante 90 min.
Posteriormente, los tejidos fueron transferidos a cajas con PBS 0.15 M, pH 7.2 y se procedi6
a separar las ldminas epidérmicas con la ayuda de pinzas y agujas de disecci6n utilizando un
microscopio estercoscépico para obtener la epidermis lo mds completa posible. Las ldminas
epidérmicas se colocaron en cajas de Petri con PBS 0.15 M, pH 7.2 y se prosigui6 con su
tincién.

B) Tincién para esterasa inespecifica

Las laminas epidérmicas fueron enjuagadas en una solucién amortiguadora de

; fosfalc;s_ 0.1 M, pH 7.4 y fijadas en-acetona concentrada a 4°C por 5 min. Posteriormente

de mcubaclén consxsué de 20 ml de amomgundor de fosfatos 0 1 M pH 7.4

y l2ml dc‘fy’?ara{q;annlna hexasotizada, compuesta de 0.6 ml de la solucién A y 0.6 ml dela
3 ysolixvckiéi‘hkﬁ con ’0.(>)05 g de « naftil acetato disueltos en 0.2 mi de acetona. Una vez preparado
el medio de incubacién se eliminé todo el amortiguador de fosfatos donde se encontraban las
l4minas epidérmicas hasta dejarlas completamente secas y adheridas a la caja de Petri.
Posteriormente se les agregé el medio de incubacién y se despegaron con la ayuda de una
aguja de diseccién, queddndose en incubacién durante 10 min. Fueron revisadas al

microscopio 6ptico y una vez que la tincién era la adecuada (cuando las CL se observaban
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de un color més oscuro que el del fondo) se pasaron en agua destilada para lavarlas y
finalmente 'sé, montaron en un portaobjetos con gelatina glicerinada de Kaiser.
. C) Conteo 'dé'laslcélulas de Langerhans epidérmicas

Para ontar ‘las CL epidérmicas se utiliz6 una cdmara ldcida adaptada a un

. microscopio 6ptico. Las preparaciones se observaron con un objetivo de 40x calibrando con

-glilla‘de manera que 18 campos del microscopio equivalfan a 1x10° um? y el ndmero

o de CL esterasa inespecifica positivas se expres6 en mm?,
6) Andlisis estadistico

Se realizé un anélisis no paramétrico de los resultados obtenidos utilizando la prueba de “U

de Mann-Whitney".
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V) RESULTADOS

Se infectaron 33 ratones BALB/c en oreja y 33 en cojinete plantar con Leishmania
mexicana mexicana. A 26 ratones se les realizaron mediciones del grosor de los sitios
inoculados y contralaterales y en 40 ratones se analiz6 la cinética de las CL epidérmicas en

diferentes sitios anatémicos cada 10 dfas y durante un periodo de 54 dias.

1) Analisis del grosor de la lesién y del nimero de células de Langerhans en ratones

infectados en oreja con Leishmania mexicana mexicana

A) Medicién del grosor
Se promediaron las mediciones del grosor de las orejas inoculadas y contralaterales

de 13 ratones. En el caso de las orcjas inoculadas se observé que el valor promedio de

grosor pre-in6culo fue de 0.28 mmy aument6 muy ligeramente hasta Ilcgar'a un véli_)r ﬁhal i

- yGr{afca 1)
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RATO) DIAY 0 13 24 34 45| 54
| 0.31 0.32 0.33) 0.35 0.34] 0.34]
-2 0.38 0.39 0.3% 041 0.39 0.3
w3 0.22) 0.23) 0.23 0.25] 0.25] 0.24
4 0.3] 0.33) 0.3 0.34 0.32] 0.31
S5 0.31 0.3] 0.31 0.33 0.31 0.3
| 6 0.34 0.31 0.34 0.36 0.35 0.34
7 0.38 0.4 0.4 0.42 0.4 041
8| 0.29 0.3 0.31 0.35] 0.33] 0.32]
9 0.32 0.34 0.33] 0.34 0.35 0.36
10 0.27 0.27] 0.28] 0.29 0.29 0.3
11 0.33 0.35] 0.35 0.37] 0.34 0.35]
‘12 0.31 0.31 0.31 0.33] 0.32] 0.32]
13 0.25 0.25) 0.26, 0.29 0.29 0.3]
SUMATORIA| 4.01 4.1 4.16 4.43 4.28] 4.28]
PROMEDIQ| 0.28643 0.29286 0.29714] 0.31643] 0.30571] 0.30571
DESV.EST,| 0.04562] 0.04909] 0.0469] 0.04663] 0.04051] 0.0421

Tabla 1. Mediciones del grosor (mm) en oreja inoculada.

La cinética del tamaiio de las lesiones del sitio inoculado y contralateral se presenta

en la Griéfica 1.

~ TESIS CON
FALLA DE GRIGEN
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04
—&— Oreja inoculada

—e— Oreja contralateral
0.35 4

S

0.25 4

Grosor (mm)
o
N
A

0.15 A
0.1 4

0.05 1

0 : — - — . S
0 13- 24 34 45 54
" Dfas post-infeccién

Gréfica 1. Mediciones del grosor (mm) de la oreja infectada con 1x10° promastigotes de
Leishmania mexicana mexicana y de la oreja contralateral de ratones BALB/c.

TESIS Cow
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El valor promedio del grosor de las orejas contralaterales fue de 0.28 mm al iniciar

el experimento y se mantuvo invariable en el transcurso de los 54 dfas. Los valores se

pueden observar en la Tabla 2.

foarcr pias o 13 24 34 45 54
1 0.2 0.29 028 029 0.3| 0.29

2] o029 028 027 029 0.29 0.3

3 0.27 0.29 028 02 0.27 0.2

4 0.3 03 028 029 029 0.3

5 0.29 03 027 o028 02 0.2

6 0.3 0.29) 0.28] 0.28 0.27 0.28

7 0.29 0.29] 029 0.8 0.29 0.29

g 02 028 o028 029 0.29 0.3

9 027 o029 o028 029 0.3 0.3

10! 03 029 o028 029 0.29  0.28

11 029 o028 o029 0.8 028 0.9

12l 029 028 o029 03 0290 0.8

13 o029 029 029 028 029 028
SUMATORIA 374 375 366 3.7 3.73 3.6
[PROMEDIO | 0.28769 0.28846] 0.28154] 0.28615 0.28692] 0.28923
DESV.EST. | 0.01013] 0.00689 0.00689 0.0065 0.00947 0.00862]

Tabla 2. Mediciones del grosor (mm) en oreja contralateral.

TESIS

CON

FALLA DE ORIGEN
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B) Cinética del mimero de las células de Langerhans
La evaluacién de la cinética de las CL epidérmicas de ratones inoculados en oreja se
realiz6 tanto del sitio infectado como de la oreja contralateral y en otras regiones

_epidérmicas a lo largo del experimento (Figura 4).

Figura 4. Células de Langerhans epidérmicas cn orcja de ratén BALB/c tefiidas para
esterasa inespecifica.

El nimero basal pre-inéculo de las CL en la oreja infectada fue de 1062

células/mm el cual aument6 progresivamente presentdndose su pico méximo en el dfa 34

j,con un t l‘] d (2134 células Durante este periodo hubo un aumento del 100 % en el

; numero’de CLde la ore_]a ‘nfectada slendo altameme sngmﬁcanvo (p—O 008)

ento finalizé con 1418

. ;_'céluyla’s‘/mm de ;odo el experimento el

- numero de do con respecto al nimero basal

(Tabla 3 y Gréﬁca 2)
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TON Dias 0 13 24 34 45 54
1 701 1480 1849 1677, 1777 104
2 1411 1590 2019 2683 1407 160
3] 1074 923 945 2043 1581 1598}
4 1071 2134
SUMATORIA 3186 5064 4813 8537 4765 4255
PROMEDIO 1062, 12661604.33333]  2134.25[1588.33333{1418.33333
IDESV.EST. [355.15208011319.60705/577.291376/415.744613]185.108977/319.891127,

Tabla 3. Niimero de células de Langerhans por mm? en oreja inoculada.

En la oreja contralateral el valor basal pre-inéculo fue el mismo de la oreja infectada
(1062 células/mm?)..'En a‘orejaglc':bh'ti'ala't‘érxil‘”talﬁbién se presenté un ligero aumento

... progresivo

pATON Dias 0 13 24| 34 45| 54
1 701 1167 1141 1171 1384 1050,
2 1411 1299 1355 1952 142 1504
3 1074 685 330 1365 1949, 1572
4 921 1398

ISUMATORIA 3186 4072 2826 5886 4761 4126

IPROMEDIO 1062 1018 942} 1471.5} 1587]1375.33333

[DESV.EST. [355.1520801R271 .698362]540.700472535.621 314314.272175[283.791003]

Tabla 4. Nimero de células de Langerhans por mm? en oreja contralateral.
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Gréfica 2. Cinética de las células de Langerhans epidérmicas en ratones BALB/c infectados en
oreja con 1x10° prqmastigotes de Leishmania mexicana mexicana .
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En resumen, la infecci6én en oreja indujo un aumento en el ndmero de CL en el sitio
infectado que empezé de manera inmediata y progresé hasta el dia 34 post-infeccién. Se
observé una correlacién entre el tamafio y el nimero de las CL en el sitio lesionado pues

cuando aumenta la lesién también aumentan las CL y cuando desciende la lesién disminuye

Slisu m.'lniefO. La infeccién en oreja también llevé a un ligero aumento de CL en la oreja

‘. contralateral sana, aunque aquf el incremento inicié después del dia 24 y llegd a su
".expresién méxima a los 45 dias con un descenso posterior. Al dfa 34, el aumento en la oreja
: contralateral llegé al 68 % de los valores obtenidos para la oreja infectada. Adicionalmente

: e anahzé cl numcro de CL en la epidermis de otros sitios anatémicos (Tabla 5).

: N Oreja Cojinete Dorso i
“ [contralateral| plantar del pie |Nariz-labio| P4arpado | Cola
i 1062 1824 1229 630 717 890§
1018 2046 978 175 738] 857
942 1558] 700, 596 697 615
1470 1501 9744 592 660 857,
1586 1507] 803 557 620 842
1375 - 774 956 463 652] 924

Tabla 5. Promedxo del nimero de células de Langerhans por mm?
en mloncs BALB/c moculado’ en oreja..

'El ﬁnico otro sitio cias significativas en el nimero de CL cuando

el ammal se moculé n.oreja:fue el ojinete"pléntar (p=0.03) pues tuvo un descenso del

3 :,58% al ﬁn I./mm) por debajo de los valores iniciales (1824

: ,‘_CUmmz) Para el resto de los sitios estudlados (dorso del pie, nariz-labio, pérpado y cola)

k no s_e prestf. aron uvos en el nidmero de CL. (Tabla 5 y Grifica 3).
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Niimero de células de Langerhans/mnf

3500+
— (Oreja inoculada

Orcja contralateral
—— Cojinete plantar
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1000 4
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0 (n=3) 13 (n=4) 24 (n=3) 34 (n=4) 45 (n=3) 54 (n=3)

Dias post-infeccion

Grafica 3. Cinética de las células de Langerhans epidérmicas en distintos sitios de ratones
BALB/c infectados en oreja con 1x10% promastigotes de Leishmania mexicana mexicana .
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2) Andlisis del grosor de la lesién y del nimero de células de Langerhans en ratones

infectados en plantar con Leish ia mexicana mexicana
A) Medici6én del grosor

Cuando la infeccién se realiz6 en el cojinete plantar de los 13 ratones, encontramos
que la lesién aumenté en grosor de manera continua durante los 54 dias del estudio, este
aumento del 42 % fue altamente significativo (p=0.00015) y difiere de las observaciones
hechas en la oreja infectada. El valor promedio del grosor de los cojinetes plantares

inoculadosal m|c10 fue de 1.65 mm y aument6 progresivamente hasta llegar a 2.35 mm al

e:' expenmento ('I‘abla 6)." La infeccién en el cojinete plantar llevé a una

'enfermcdad progresnva que mxcné a los 13 dfas post-inéculo (Figura 5).

Ton ows [ g g 24| 34 45| 54
= 1.63 1.89 1.9 1.95 2 2.9

2 1.66 1.84 1.94) 1.97 2.1 2.14

23+ 1.63 1.89) 1.91 205 213  2.27

4 1.69 1.9 1.99 219 229 241

s 1.64) 1.8 1.84] 1.84 2.1 2.29)

6 1.62] 1.7 1.82] 1.91 2.1 2.6

7 1.6 1.7§ 1.83 .99 215  2.28

8 1.65 2 2.7 2.1 2.2 T 2.42

E 1.72) 1.85 2 220 249 288

10 1.68 1.83 1.9 1.9 1.98 2.43

11 1.76 1.99 2] 1.99 2.4 228

12) 1.51 1.76) 1.8 2,07  2.21 2.34

13 1.78) 1.95 2.01 2] 209 221
SUMATORIA| 2157 2423 2s528] 2621 2708 30.55
PROMEDIO | 1.65923] 1.86385 1.94462] 2.01615] 2.15231 2.35
IDESV.EST. | 0.07029 0.08231] 0.10365] 0.10405 0.13046] 0.2078

Tabla 6. Mediciones del grosor (mm) del cojinete plantar inoculado.
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Figura 5. Lesi6én en cojinete plantar de ratén BALB/c infectado con

Leishmania mexicana mexicana.

La medida del grosor en los cojinetes plantares contralaterales  se mantuvo casi .

constante en el lapso de los 54 dfas, con un valor promedio de 163 mm a'lo largo del

experimento (TaBla n.
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AToR Dias 13 24 34 45 54
B 161 1.62 ~ 1.62 1.61 1.62

DB 1.68 - . 1.67 1.67] 1.66 1.67

+ 3 1.6 - 161 1.6 1.6 1.61

4 1.68] . 1.69 1.69) 1.69 1.69

5, 1.6 161 1.6 1.6 1.61

6 1.6) . 1.62) 1.61 1.61 1.62

7 1.62 © 1.63 1.63 1.62 1.63

; 1.64 1,65 1.64) 1.64 1.65

o 1.67, 1.6 1.6 1.67 1.68

1d - 1.65 1.65 1.65 1.65 1.66

11 1.68)  1.69 1.69 1.69 1.7

12 1.49 1.5 1.5 1.5 1.49

13 1.69 1.7 1.69 1.69 1.7
SUMATORIA|  21.37 21220 2132 2127 2123  21.33
PROMEDIO | 1.64385] 1.63231 1.64 1.63615 1.63308 1.64077
DESV.EST. | 0.05409 0.05434] 0.05292] 0.05331] 0.05266] 0.05619

Tabla 7. Mediciones del grosor (mm) del cojinete plantar contralateral.

En la Gréifica 4 se observa la cinética de la evolucién de la lesién con aumento

progresivo en el grosor del plantar infectado.
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Grifica 4. Mediciones del grosor (mm) del cojinete plantar infectado con 1x10° promastigotes
de Leishmania mexicana mexicana y del cojinete plantar contralateral de ratones BALB/c.
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B) Cinética del ndmero de las células de Langerhans

Se cuénliﬁcaron las CL en las 14minas epidérmicas del cojinete plantar infectado, del
contralateral, de la oreja, del dorso del pie, de la regién de nariz-labio, del parpado y de la
cola.

Los resultados obtenidos en el nimero de CL por mm? en los ratones infectados en el
cojinete plantar muestran que en el sitio inoculado las CL aumentaron de 1824 hasta 2450 al

final del experimento, aunque este aumento del 34 % no fue significativo (Tabla 8).

foaren pias o a3 2d 34 45 54
’ 1 1081 829 - -596: 2832 84 1499
2 2258 . 2146 . 1891 2343 2823
3 2133 2000 12455 883 3028
4 o973 v ’
SUMATORIA 5472 6948] " = 3732 4068 7350
PROMEDIO 1824] - 1737771244 1356] 2450}
DESV.EST. | 646.485112/610.0846941647.500579585.85493 1855.012865829.943974]

2

Tabla 8. NL’l‘n)ero‘ de células de Lémgerhéhs por mm? en cojinete plantar inoculado.
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Ebn ei ,'c'a_s;o"deli ébjinete plantar contralateral el nimero de CL disminuy6 de 1824
hasta 8_7‘9,r'c’é_l_t'1‘!yés por mm> al finalizar el experimento con un aumento transitorio de 2295

célulasa los l'3ydf'i’si post-infecci6n (Tabla 9).

TOR ™ pias o 13) 24 34) 45 54
1 1081 2199 2480 2528 2593 825
2] 2258 2514 1493 91 855 742
3 2133 2022) 1202 1752 1724) 1070
4 2445 1694
SUMATORIA 5472) 9180 5175 6892] 5172] 2637}
PROMEDIO 1824 2295 1725 1723 1724 879
DESV.EST. | 646.485112P226.720092669.842519%657.706115 869/170.53738

Tabla 9. Nimero de células de Langerhans por mm? en cojinete plantar contralateral.
Compnrahdo los sitios inoculado y contralateral se observé que mientras el cojinete

plantar inocillildo presenté un aumento en ¢l nimero de células, en el cojinete plantar

cdntralatér;!’l:huﬁl:’)q ina disminucién al finalizar el experimento (Gréfica 5).
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Grifica 5. Cinética de las células de Langerhans epidérmicas en ratones BALB/c infectados en
cojinete plantar con 1x10° promastigotes de Leishmania mexicana mexicana .
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En los ratones inoculados en el cojinete plantar el nimero de CL en otros sitios de la

piel no varié en el transcurso de a’infeccién. Unicamente en el parpado se observé un

descenso brusco de 7]7_ n‘92;CL; :a'] final del ensayo. Las CL de la oreja no presentaron

fluctuaciones numéricas ndo su nimero basal de 1062 células y terminal de 1076/mm?>.

El nimero de las CI.: localizadas en el dorso del pie varié ligeramente de un niimero basal de

1230 hasta 835 e lﬁlas alfinal Igualmente, en el caso de la zona de nariz-labio el mimero se

. mantuvo casi co tahic. siéndo al inicio de 630 células/mm? y al final de 569. En la cola se

90 't:ékl‘ulas/mm2 al inicio del experimento y al final disminuyé ligeramente hasta

;€ 22 C La tendencna que se observa en cojincte plantar contralateral, dorso del pie, parpado
: y cola al termmar el experimento es de uha disminucién en el nimero de CL (Tabla 10 y

Grifica 6).

Cojinete Cojinete
plantar plantar Dorso
Difa inoculado |contralateral| Oreja del pie  |Nariz-labio| Pdrpado | Cola

0 1824 1824 1062 1230 630 717| 890

8| 1737 2295 1203 997 624 636 557
24 1243 1725 1217 651 6044 609 977]
34 2077 1723, 1125 1047 559 669 98
45| 1356 1724 1274 849, 505 632 1129
54 2450 879 1076 835] 569 92 622

Tabla 10. Promedio del niimero de células de Langerhans por mm?
en ratones BALB/c inoculados en cojinete plantar.
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Gréfica 6. Cinética de las células de Langerhans epidérmicas en distintos sitios de ratones

BALB/c infectados en cojinete plantar con 1x10° promastigotes de Leishmania mexicana
mexicana .
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Interesantemente, la cinética de las CL en el cojinete plantar infectado fue muy
diferente a la observada en la oreja infectada, ya que en la oreja el incremento en el nimero
de CL fue muy répido, llegando a la duplicacién (100 %) de los valores iniciales a los 34
dias post-infeccién (Gréfica 2 y Grafica 7). A diferencia de esto, el incremento en el nimero
de CL en el cojinete plantar ocurrié més lento y a los 54 dias aiin no se habfa duplicado, solo

o se habfa mcrementado en un 34 % (Grifica 5 y Gréifica 7). En ambos casos el ndmero

e méxlmo dc CL se observ6 en el momento de mdxima expresién de la lesién, es decir 10 %

' a_ oreja inoculada y 42 % de aumento en el grosor del cojinete

_a\ir'nemok rdpid de CL en la. oreja mfect umento paralelo de las

células en la ore_|a contralateral’ (Grﬁf‘ca 2), a mfeccnén en el co_]mele planlar cursé con un

aumento Iemo en el némero de CL umcameme en el copne(e plantar mfectado (Gré!' ica 5)
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Gréfica 7. Comparaci6n entyrc"el :taxjr.iaﬁo:_dé‘ la Iésnén y el nimero de células de Langerhans de
ratones BALB/c infectados en oreja y cojinete plantar en el dfa de su méxima expresion.
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VI) DISCUSION

Las CL de la piel presentes en nimero y funcién normales juegan un papel de
centinelas equipando a la superficie cutdnea con una elaborada red de procesos dendriticos
preparada para capturar materiales externos y presentarlos con gran eficiencia a linfocitos T
con induccién de la respuesta inmune adaptativa. Sin embargo, cuando las CL estdn
ausentes o disminuidas en la piel o estdn significativamente alteradas en sus propiedades,

esa red falla en la respuesta inmunol6gica. Las superficies cutdneas deficientes en CL

deben ser paniculaﬁheme susceptibles a la infeccién por microorganismos (Tsukahara y

aini-André Marchal et al, 1997; Guerriero et al, 2000). .
Esle -es el primer cstudlo donde se anahza el nimero de CL en la leishmaniasis, lo
fermedad se cstablece a nivel de la piel y es con

'enc ntra de mnnera mmedlata El andlisis de los

. ‘cambxos en’ el numero y en la cméue ,lo largo de'la enferm dad - pudiera tener

|mp1|cacmnes 1mportanles en‘la even ad del padecnmlento. En este estudlo encontramos

. que la cinética de las CL se correlacxona dxreclamenle con Ia evolucnén del padecimiento,

ya que el pico méxlmo en el nimero de CL se encontré en los momentos de mixima
ekprcsién de la blesién. Sin embargo, esta cinética es diferente en los distintos sitios de
infeccién. Mientras que en la infeccién en oreja se observé un incremento rdpido en el
nimero de CL llegando a su méxima expresién a los 34 dfas post-infeccién, la infeccién en
el cojinete plantar cursé con un aumento lento y progresivo a lo largo de los 54 dias que
duré el estudio. Interesantemente la infeccién en oreja también mostré su mdximo aumento

en grosor a los 34 dfas post-infeccién, posterior a lo cual la lesién disminuyé llegando a una
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recuperacién completa de la piel al finalizar el experimento. En la infeccién en oreja, el
rdpido incremento de hasta el 100 % en las CL se correlacioné con una resolucién répida y
eficiente de la lesi6n.

;t\ diferencia de esto, la infeccién en el cojinete plantar cursé con una evolucién
progresiva del padecimiento encontrdndose una lesién de 2.35 mm a los 54 dias y se
observé un retardo en el incremento de las CL con un pico méximo registrado al finalizar el
experimento. La infeccién en el cojinete plantar, a diferencia de la infeccién en oreja, no
curé espontdneamente sino que mostré una evolucién progresiva en paralelo con un
incremento tardfo del nimero de CL.

B ”La éﬁcieme curacién observada en oreja pudiera deberse a que la regién de la oreja

,e's’m drénadé "pdr una gran cadena ganglionar cervical y la activacién de células de la

"frespuesta mmune por las CL mlgratonas serfa mayor. En el caso del cojinete plantar dicha

revardada, ya que los ganghos pophteo e inguinal se encuentran més alejados

aclxvacnén

] d‘ »fa "més_pxgmpo en llegar del sitio infectado con

expcnmetftos, “donde se ha seguido por mds tiempo la
: o_| ne(e plantar. se ha observado que sigue aumentando su

grosor hasta IIegar ala dlsemmacnén de la lesién en las extremidades anteriores, en las

‘_:viorb_e_]as.ve_n la regién de nariz-labio y en la cola.

' ‘ ‘Aparememente el incremento rdpido y oportuno de las CL en la oreja posiblemente
favoreci6 la curacién espontinea en este sitio, mientras que el retardo observado en el
cojinete plantar permitié que Leishmania se estableciera y multiplicara incontroladamente.
La presencia temprana de CL en el sitio de la infeccién posiblemente garantice la

produccién de la citocina IL-12 que es activadora de macréfagos y favorece la curacién ya
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las'CL: enla' leishmaniasis

que ihdqce a~ia mépue;ta Thl con aumento en la produccién de metabolitos téxicos de
6xfgénq generados con el estallido oxidativo y de éxido nftrico. Ambos son criticos para la
gl;minaciéﬁ efeﬁtiva de este parésito intracelular.

Por otro lado, el retardo en la aparicién de las CL evita la presencia temprana de 11-
12 por lo que la activacién de macréfagos es deficiente. Asf, el retardo en la aparicién de
las CL favorece la multiplicacién incontrolada del parésito dentro del macréfago en las
fases tempranas del padecimiento. Una vez establecida la infeccién incontrolada dentro de
los macréfagos, la nparjcién tardfa de las CL aparentemente ya no representa un papel

protector y ya no se correlacnona con la curacnén sino con la progresién de la infeccién. La

iera ser critico para garantizar una activacién temprana del

on : climinacién eficaz del parasito, antes de que logre evadir la respuesta

las: CL. Interesantemente Moll (1993) tdnicamente encontr6 CL

> ;inbfevc@das en fases tardfas de enfermedades progresivas.
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Nuestro estudio también es el primero en apuntar los cambios ocurridos en el
mimeré de CL epidérmicas en los sitios contralaterales a los infectados. Aiin se desconocen
los mecanismos y mediadores involucrados en estos cambios, sin embargo, es interesante
observar que la red de las CL no responde de forma aislada a un estimulo infeccioso, sino
que aparentemente hay una respuesta “generalizada”. La implicacién biol6gica dec esta
observacién quedarfa por estudiarse.

Este estudio arroja nueva luz sobre la importancia de la presencia y migracién
oportuna de las CL al sitio de la infeccién. La importancia de este trabajo no radica
tinicamente a nivel de conocer mejor los mecanismos de relacién huésped-parésito en la
leishmaniasis, sino que tambi€n aporta nuevos conocimientos sobre mecanismos de evasién
que }é'péﬁﬁiiéh al p;r{'lsi_to evist:aﬁiécé;se eficientemente en el hospedero. Ademds, los datos

obtenidos en el presente estudio pérfnitirén un disefio mds racional del sitio de aplicacién de

la" Leishmania, ya que las caracteristicas de procesamiento

b vinmunolégiéo‘ de antigenos son diferentes en distintos sitios anatémicos de la piel.
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VII) CONCLUSIONES

1) Con este estudio se concluye que el nimero de las CL se correlaciona

directamente con el tamafio de la lesién en ratones BALB/c infectados con Leishmania

mexicana mexicana.

2) La cméuca dc las CL se correlacnona con el pronéstico del padecimiento, ya que

la aparicién réplda_ en’oreja llevé a su curacién, mientras que la aparicién retardada en el

cojinete plantar se correlacioné con la progresién del padecimiento.

VIII) PERSPECTIVAS

Otros aspectos que pueden ser estudxados pam tener un mayor conocnmlento del
papel que desempeiian las CL en la lelshmamasns son:
1) Analizar las CL de ralones resxstentes a la Ielshmamas:s (C57BL/6)

2) Estudiar sitios de mfeccxén con pocas CL

3) lnfectar con dlferenles cepas de Lelshmama

4) Dq(ermmanf Ia produgplén Iocgl de citocinas.
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