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RESUMEN

En el presente trabajo se midié la produccién de citocinas de la respuesta inmune
innata TNF-a, IL-12, IL-15 e IL-18, asi como la expresion de las moléculas
coestimuladoras CD40, B7-1(CD80) y B7-2 (CD86) en monocitos de pacientes con dos
formas clinicas de leishmaniasis polarmente opuestas por su severidad clinica:
leishmaniasis cutanea localizada (LCL) y leishmaniasis cutanea diseminada (LCD). Se
evalué el efecto que ejerce la estimulaciéon con el lipofosfoglicano (LPG) de
Leishmania mexicana sobre la secrecién de estas citocinas y la expresion de las
moléculas coestimuladoras. Los pacientes estudiados fueron seleccionados en
comunidades rurales del estado de Tabasco, que es un area endémica de Leishmania
mexicana. Los pacientes con LCL fueron diagnosticados con impronta e
intradermorreacion de Montenegro positivas y respondieron al tratamiento intralesional
con Glucantime; y los pacientes con la forma clinica mas severa o LCD fueron
diagnosticados con impronta e intradermorreaccion de Montenegro negativas y no
respondieron al tratamiento. Se purificaron células mononucleares a partir de sangre
periférica de los pacientes y de individuos sanos mediante un gradiente de densidad
con Ficoll Hypague y los monaocitos fueron purificados por adherencia a placa. Para los
ensayos los monocitos fueron analizados en su estado basal asi como estimulados
con LPS (como control positivo) y con lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania. Las
citocinas fueron determinadas en el sobrenadante del cultivo de monocitos por el
método de ELISA y la expresion de moléculas coestimuladoras en la superficie de
monocitos se midié por citometria de flujo. El andlisis de secrecidn de citocinas reveld
que los pacientes LCL se caracterizaron por un incremento en la produccion de TNF-
a, IL-18 e IL-15 e una inhibicién de IL-12 cuando fueron estimulados con LPG. Los
monocitos de pacientes con LCD se caracterizaron por no secretar IL-18 e IL-15
cuando sus monocitos fueron estimulados con LPG. Adicionalmente se encontré que
la capacidad de producir TNF-a e IL-12 por monocitos de estos pacientes tendia a
disminuir con la progresion del padecimiento. El analisis de la expresion de moléculas
coestimuladoras revel6 que no habia diferencias en la expresion de CD40 y B7-1 entre
ambos grupos de pacientes. Sin embargo, la expresion de B7-2 se encontrd
significativamente mayor en pacientes con LCD que en pacientes con LCL y la
expresion de ambos grupos de pacientes fue significativamente mayor que en
monocitos de sujetos sanos. Esto sugiere que aparentememente la expresion de B7-2

puede correlacionarse con la severidad del cuadro clinico.



SUMMARY

In the present work we analyzed the production of cytokines TNF-a, IL-12, IL-15 and
IL-18 of the innate immune response, as well as the expression of costimulatory
molecules CD40, B7-1(CD80) and B7-2 (CD86) by monocytes of patients with two
clinical forms of leishmaniasis, which are opposed in their clinical severity: localized
cutaneous leishmaniasis (LCL) and diffuse cutaneous leishmaniasis (DCL). We
evaluated the effect exerted by lipophosphoglycan (LPG) of Leishmania mexicana on
the secretion of these cytokines and the expression of costimulatory molecules by
monocytes of these patients. The patients were selected in rural communities of the
state of Tabasco, an endemic area of Leishmania mexicana. The patients with LCL
were diagnosed with smears taken from biopsy fragments of the lesions and by
positive intradermal hypersensitivity test of Montenegro. These patients responded to
the intralesional treatment with Glucantime. The patients with the more severe clinical
form, or DCL, were diagnosed with smears from lesions, they were negative in the
hypersensitivity test of Montenegro and did not respond to the treatment. Mononuclear
cells from peripheral blood of the patients and healthy individuals were purified by
density gradient using Ficoll Hypaque and the monocytes were purified by adhesion to
plate. The monocytes were analyzed in their basal state as well as stimulated with LPS
(positive control) and with lipophosphoglycan (LPG) of Leishmania. The cytokines were
analyzed in the sobrenadant of the culture medium by ELISA and the costimulatory
molecule expression was evaluated on the membranes of monocytes by flow
cytometry. The analysis of cytokine secretion revealed that monocytes LCL patients
presented an increase in TNF-a, IL-18 and IL-15 production and an inhibition of IL-12
production, when they were stimulated with LPG. The monocytes of patients with DCL
were unable to secrete IL-15 and IL-18 when stimulated with LPG. Additionally their
ability to produce TNF-a and IL-12 tended to diminish with disease progression. The
analysis of the costimulatory molecule expression did not reveal any differences in the
expression of CD40 y B7-1 between the two groups of patients. On the other hand, B7-
2 expression on monocytes from DCL patients was significantly higher than that of LCL
patients, and the expression on both patients was also significantly higher than that of
healthy controls. These data reflect that B7-2 expression can apparently be correlated

with the disease severity.



1.INTRODUCCION

En México existe una gran zona endémica de leishmaniasis que abarca a
cuatro estados del sureste de la republica en los que se han reportado casos
de leishmaniasis cutanea con diferentes cuadros clinicos, como la
leishmaniasis cutdnea localizada (LCL) que es la forma benigna de la
enfermedad y que se caracteriza por lesiones que pueden curar
espontdneamente; asi como casos con mayor severidad clinica como la
leishmaniasis cutanea diseminada (LCD) caracterizada por lesiones nodulares
metastasicas que resultan incapacitantes, que es incurable y que puede llegar

a ser fatal.

En modelos murinos infectados con Leishmania, se ha encontrado que algunas
citocinas de la respuesta inmune innata pueden modular una respuesta Thl en
ratones resistentes o una respuesta Th2 en ratones susceptibles. Asimismo, la
curacion de los pacientes con LCL ha sido relacionada con una respuesta
inmune tipo Thl y la severidad de los pacientes con LCD con una respuesta
tipo Th2.

En la actualidad existen pocas evidencias de la importancia que tienen las
citocinas de la inmunidad innata en la modulacion de una respuesta tipo Thl o
Th2 en la leishmaniasis humana. De igual manera, no ha sido claro el papel
gue desempefian las moléculas coestimuladoras en el curso clinico de la

enfermedad.

En el presente trabajo se compard la produccion de citocinas de la inmunidad
innata (TNF-a, IL-12, IL-18 e IL-15) y la expresion de las moléculas
coestimuladoras CD40, B7-1 y B7-2 en macréfagos de pacientes con la forma
clinica benigna (LCL) y con la forma severa de la leishmaniasis cutanea (LCD)
para determinar si las alteraciones a nivel de estas citocinas y moléculas

coestimuladoras pudiera estar condicionando la severidad del cuadro clinico.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Realizar un andlisis comparativo de la produccion de TNF-qa, IL-12, IL-15 e IL18
y de la expresion de CD40, B7-1(CD80) y B7-2(CD86) en monocitos de
pacientes con leishmaniasis cutanea localizada (LCL) y de pacientes con
leishmaniasis cutanea diseminada (LCD), cuando se estimulan con el

lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania mexicana.

2.2. OBJETIVOS PARTICULARES

2.2.1. Medir la produccion de TNF-a, IL-12, IL-15 e IL-18 en
sobrenadantes de monocitos en estado basal y estimulados con
LPG de Leishmania mexicana de pacientes con leishmaniasis
cutanea localizada y diseminada, por la técnica de ELISA.

2.2.2. Cuantificar la expresion de las moléculas coestimuladoras CD40,
B7-1(CD80) y B7-2(CD86) en monocitos en estado basal y
estimulados con LPG de Leishmania mexicana de pacientes con
leishmaniasis cutanea localizada y diseminada, por citometria de

flujo.

2.2.3. Analizar si el lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania mexicana
modula in vitro la capacidad de produccion de estas citocinas y la
expresion de moléculas coestimuladoras en monocitos de pacientes

con ambas formas clinicas.

2.2.4. Analizar si la produccion de citocinas y la expresion de moléculas

coestimuladoras se correlaciona con la severidad del cuadro clinico.



3. ANTECEDENTES

3.1 DEFINICION

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria causada por diferentes
especies de un protozoario del género Leishmania, que es transmitida por la
picadura de un pequeiio diptero perteneciente al género Lutzomyia (Nuevo
Mundo), que puede afectar piel, mucosas y visceras y cuyas manifestaciones
clinicas pueden variar desde Ulceras benignas hasta formas severas que

pueden diseminar o visceralizar.!

3.2. TAXONOMIA

El parasito Leishmania pertenece al Reino Protista, Subreino Protozoa
(unicelular), al Phylum Sarcomastigophora (ndcleo dnico), Subphylum
Mastigophora (flagelado), Clase Zoomastigophora, Orden Kinetoplastida
(posee cinetoplasto,; estructura mitocondrial con DNA), Suborden
Trypanosomatina, Familia Trypanosomatidae (uniflagelado) y al género
Leishmania (Ross, 1903).2

La identificacion y clasificacion taxonémica de especies de Leishmania se han
basado en criterios clinicos, biolégicos y epidemioldgicos que han variado con
el tiempo. A principios de los afios 70s, se utilizo la localizacion del parasito en
el vector, su patogenicidad en la piel de hamsters y su crecimiento en medios
de cultivo, para dividir al género Leishmania del Nuevo Mundo, en dos grandes
grupos: Complejo mexicana y Complejo braziliensis.®> Pocos afios después, los
parasitos se clasificaron de acuerdo a la region anatomica del vector en que
éstos se desarrollan y se subdividieron en: Grupo Peripylaria (intestino
posterior, medio y anterior) y Grupo Suprapylaria (intestino medio y anterior) y
se determiné que el Complejo mexicana pertenecia al Grupo Suprapylaria y el
Complejo braziliensis al Grupo Perypylaria®; posteriormente, estos dos
Complejos fueron reclasificados como los subgéneros Leishmania y Viannia,

respectivamente.’



En 1992 se establecido el International Leishmania Network, ILN, bajo el
auspicio de la Organizaciéon Panamericana de la Salud y el Brazilian Research

Council, CNPq en el que se propuso la siguiente clasificacion:®

Subgénero Leishmania

Especies del complejo Leishmania aethiopica
e Leishmania aethiopica

Especies del complejo Leishmania donovani
e Leishmania donovani

Especies del complejo Leishmania infantum
e Leishmania infantum

Especies del complejo Leishmania major
e Leishmania major
e Leishmania cf. major

Especies del complejo Leishmania mexicana
e Leishmania amazonensis
e Leishmania enriettii
e Leishmania mexicana
e Leishmania pifanoi

Especies del complejo Leishmania tropica
e Leishmania tropica

Subgénero Viannia

Especies del complejo Leishmania braziliensis
e Leishmania braziliensis
e Leishmania colombiensis
e Leishmania equatorensis
e Leishmania peruviana
e Leishmania garnhami
Especies del complejo Leishmania guyanensis
e Leishmania guyanensis
e Leishmania panamensis
e Leishmania shawi
Especies del complejo Leishmania lainsoni x
e Leishmania lainsoni
Especies del complejo Leishmania naiffi
e Leishmania naiffi
Leishmania No clasificada
e Leishmania arabica
Leishmania deanei
Leishmania gerbilli
Leishmania guliki
Leishmania herreri
Leishmania hertigi
Leishmania killicki



Leishmania turanica

Leishmania sp.

Leishmania sp. AM-2004

Leishmania sp. MHOM/MQ/92/MAR1
Leishmania sp. SA-2000

3.3. CICLO BIOLOGICO

El parasito tiene un ciclo de vida digenético, es decir, requiere de dos
hospederos para completar su ciclo vida. La forma flagelada o promastigote
(Figura 1a) se encuentra en el tubo digestivo del vector y en medios de cultivos
libres de células; y la forma no flagelada o amastigote (Figura 1b) en los
fagolisosomas de los macréfagos de mamiferos, incluyendo al hombre.”®

La transmision del parasito se inicia con la picadura de un pequefio diptero de
2 a 3 mm de longitud, que en América pertenece al género Lutzomyia'®, y que
ingiere los amastigotes al alimentarse de sangre del hospedero vertebrado.
Posteriormente, los amastigotes que han sido ingeridos permanecen en el
intestino del vector, durante un periodo de 4 a 25 dias, en donde inician su
transformacion hacia formas alargadas, flageladas y no infectivas, llamadas

promastigotes prociclicos.

Subsecuentemente ocurre la metaciclogénesis, que consiste en la
transformaciéon de los promastigotes prociclicos a promastigotes metaciclicos,
que son la forma infectiva del parasito. Durante esta transformacion ocurren
importantes modificaciones en la estructura del lipofosfoglicano (LPG) que es
una molécula que se encuentra en gran cantidad en la superficie del parasito y
gue esta asociada con la capacidad infectiva y sobrevivencia de Leishmania.
La metaciclogénesis solo ocurre en el vector y parece ser un mecanismo de

preadaptacion al hospedero vertebrado.****

Después de la transformacion, los promastigotes metaciclicos (Fig. 1a) migran
a la cavidad bucal del insecto y son inoculados en otro hospedero al
alimentarse nuevamente de sangre. En éste, los promastigotes liberados
invaden células fagociticas, transformandose en amastigotes (Fig 1b) que

pueden sobrevivir dentro de los fagolisosomas de macréfagos de la piel,



mucosas, higado, bazo y médula 6sea, en donde se dividen por fisién binaria.
Al lisarse las células parasitadas, los amastigotes liberados pueden invadir

otras células o ser succionados por el vector, iniciandose un nuevo ciclo.*®

Figura 1. a) Promastigotes metaciclicos de Leishmania mexicana en medio de cultivo b)

Abundantes amastigotes parasitando a un macréfago (Departamento de Medicina
Experimental, Facultad de Medicina, UNAM)
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3.4. FORMAS CLINICAS

Pueden presentarse cuatro formas clinicas: leishmaniasis cutanea localizada,
leishmaniasis cutanea diseminada o difusa, leishmaniasis mucocutanea y

leishmaniasis visceral.’

3.4.1.Leishmaniasis Cutanea Localizada (LCL)

La leishmaniasis cutanea localizada o LCL se encuentra en el polo benigno del
espectro clinico de la enfermedad y se caracteriza por la aparicion de una o
mas lesiones cutaneas, que pueden curar espontaneamente.’ Los pacientes
con LCL presentan respuesta positiva a la Intradermorreaccion de Montenegro
(Leishmanina) y la mayoria de las veces responden al tratamiento, aunque
también pueden presentarse casos refractarios a los antimoniales.>”® Esta
forma clinica la puede causar L. tropica, L. major y L. aethiopica en el Viejo
Mundo. Sin embargo, todas las especies de Leishmania que se han aislado de

seres humanos en las Américas, pueden causar LCL.%’

La lesion inicial aparece como una papula en el sitio de la picadura, la cual
tiende a crecer como un pequefio nédulo que se ulcera entre 15 y 20 dias
después. Los parasitos se diseminan por debajo del epitelio, hacia la periferia,
de una manera continua y a una velocidad constante, lo que hace que la Ulcera
mantenga su forma circular al seguir creciendo. La lesion caracteristica es una
Ulcera de bordes elevados e indurados, de centro granuloso y humedo, que
puede ser pequeiia (0.25 cm) o grande (3 cm) e incluso mdltiple (Figuras 2a 'y
2b). Estas lesiones pueden curar espontaneamente en un periodo de tiempo
gue puede variar de 6 meses a 2 afos, asimismo, la mayoria de los pacientes
con LCL responden a los antimoniales pentavalentes, que es el tratamiento de
eleccion. En algunos casos puede no presentarse la Ulcera tipica y la lesion
puede tener un aspecto verrucoso o continuar siendo nodular y transformarse
en una placa infiltrada o atréfica e inclusive puede volverse vegetante. Solo

cuando la lesién se localiza en las orejas, ésta puede ser crénica y mutilante.
1,7,8



-

Figura 2. Paciente con leishmaniasis cutanea localizada (LCL),
Cunduacéan, Tabasco (Zona de la Chontalpa). Ulcera grande con
infeccién agregada.

Figura 3. Paciente con leishmaniasis cutdnea localizada (LCL),
Cunduacéan, Tabasco (Zona de la Chontalpa). Toma de impronta
para el diagndstico parasitoscopico.
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3.4.2.Leishmaniasis Cutanea Diseminada (LCD)

La leishmaniasis cutanea diseminada se encuentra en el polo maligno del
espectro clinico de la enfermedad, no responde a diversos tratamientos y por
su severidad puede llegar a ser fatal.” Esta forma clinica la puede causar L.
aethiopica en Viejo Mundo y L amazonensis, L. pifanoi y L. mexicana en
América.® Los pacientes presentan anergia a la leishmanina
(Intradermorreacion de Montenegro negativa). La LCD se caracteriza por la
presencia de lesiones no ulceradas, que en nuestro pais son generalmente
nodulares, aunque pueden ser verrucosas y ademas, no visceralizan. (Figuras
3a y 3b). Cuando las lesiones son predominantemente de tipo nodular la
enfermedad puede parecerse a una esporotricosis’® o0 a la lepra lepromatosa’.
La piel es habitualmente lisa, brillante, extremadamente fragil y las abrasiones
pueden confundirse con ulceraciones. El parasito se disemina por via linfatica,
invadiendo practicamente toda la piel, con excepcion del cuero cabelludo, la
regién axilar, inguinal, genitales externos, palmas de las manos y plantas de los
pies; sin embargo, en México se han reportado casos con lesiones en genitales
externos, plantas de los pies y con frecuencia en las mucosas orofaringea y
nasal. La diseminacibn es muy lenta, pero progresiva y ocasionalmente
algunas lesiones aparentemente parecen desaparecer, sin embargo, otras
lesiones se desarrollan en otras partes del cuerpo. »"812

A diferencia de la LCD del viejo mundo (L. aethiopica) que pueden curar, ’ la

LCD por L. mexicana es incurable y mortal.
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Figura 4. Paciente con leishmaniasis cutanea diseminada
(LCD) con 18 afios de evolucion y originario de Teapa (Zona
de la Sierra) Tabasco.

3.4.3.Leishmaniasis mucocutanea

La leishmaniasis mucocutanea (LMC), también llamada “espundia” la puede
ocasionar L. braziliensis, L. amazonensis, L. guyanensis y L. panamensis®, y se
caracteriza por una severa destruccion de las membranas nasofaringeas. Esta
afectacion puede ocurrir de manera simultanea a una lesion inicial de
leishmaniasis cutdnea localizada o puede presentarse muchos afos (hasta 30-
40 afos) después de la lesion inicial. Esta forma clinica no responde bien al
tratamiento con antimoniales, requiriendo tiempos prolongados de aplicacion y

medicamentos alternatvos.>”®

3.4.4.Leishmaniasis visceral

La leishmaniasis visceral (LV) o Kala-azar se encuentra en el polo maligno del
espectro clinico de la enfermedad y si no es tratada puede ser mortal en el
100% de los casos. Esta forma clinica la puede causar L. donovani y L.
infantum en el Viejo Mundo y por L. colombiensis, L. chagasi y L. amazonensis
en el Nuevo Mundo.® Es una enfermedad frecuente en nifios y puede
presentarse de manera cronica o aguda. La LV crdnica se caracteriza por fiebre
cronica irregular, malestar general, escalosfrios y temblores, pérdida de peso,
anorexia y malestar en el hipocondrio izquierdo. Ocasionalmente puede haber

tos o diarrea. Los signos clinicos mas comunes son esplenomegalia no

12



dolorosa, con o sin hepatomegalia, descamacion y palidez de membranas
mucosas, con linfadenopatia. También pueden presentarse anemia y signos de
desnutricibn, como edema y cambios de color y de consistencia en el pelo.
Pueden existir complicaciones asociadas a neumonia bacteriana o viral,
disenteria y tuberculosis. La LV aguda puede presentarse en personas que no
habitan en zonas endémicas, incluyendo adultos. Las manifestaciones clinicas
son semejantes, pero ocurren con mayor severidad y su evolucién es mucho

mas rapida.’
3.5. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La distribucion geografica de la leishmaniasis es cosmopolita. En los dltimos
afos se han identificado alrededor de 30 especies de Leishmania que pueden
infectar a mamiferos, y de éstas, 20 pueden causar leishmaniasis en

humanos.*®

La Organizacion Mundial de la Salud ha informado que la leishmaniasis es
endémica en 88 paises del mundo, 22 de los cuales son paises del Continente
Americano y 44 del Viejo Mundo; y de éstos ultimos, 16 son paises europeos. *
Sin embargo, existen otros reportes que sefialan que en América la
enfermedad se presenta al menos en 23 paises, desde el sur de Estados
Unidos de América hasta Argentina.® En México, la leishmaniasis se ha
reportado al menos en 17 entidades federativas, desde Coahuila, Nuevo Leon y
Tamaulipas en el norte, hasta Quintana Roo en el sur, y se han descrito que
existen cinco focos activos en los estados de Campeche, Chiapas, Nayarit,
Quintana Roo y Tabasco.®*® Las especies que se han identificado en casos de
leishmaniasis en México, son: Leishmania mexicana, Leishmania chagasi ,

Leishmania sp.°y L. braziliensis.**

3.6. DIAGNOSTICO

El diagnéstico definitivo de cualquier forma clinica de leishmaniasis es el
examen parasitologico, a través del cual puede demostrarse la presencia del
parasito, ya sea como amastigote en una impronta, frotis o biopsia tefida, o

como promastigote movil en medios de cultivo. Las pruebas seroldgicas y la
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Intradermorreaciéon de Montenegro solamente ofrecen evidencia indirecta de

una infeccién por Leishmania.’

3.6.1.Impronta

En la leishmaniasis cutanea, los frotis y las improntas (impresiéon del liquido
tisular en un portaobjetos) son mucho mas Uutiles que las biopsias, ya que los
parasitos son comprimidos de manera lateral lo que permite visualizar mas
facilmente el ndcleo y el cinetoplasto.” Sin embargo, en ocasiones la
leishmaniasis cutanea es muy dificil de diagnosticar por este método, ya que la
posibilidad de observar al parasito puede disminuir debido a alteraciones de la
lesion, cronicidad, tratamiento convencional o no convencional y por
infecciones agregadas. En general los parasitos son méas abundantes en
lesiones recientes que en cronicas, particularmente en LCL y LMC; pero en los
casos de LCD los parasitos siempre son abundantes, incluso en mucosas y piel
aparentemente sana.”® Los parasitos también son mas abundantes en el

subgénero Leishmania que en el subgénero Viannia.”

3.6.2.Biopsia

La biopsia es muy util para el diagndstico de la leishmaniasis visceral y se
recomienda realizarla por medio de una puncion y aspirado de bazo, médula
0sea o ganglios linfaticos, siguiendo ese orden de acuerdo a su sensibilidad. El
examen microscopico puede realizarse directamente en fresco o tifiendo las
muestras. También es recomendable que los aspirados se inoculen en medios
de cultvo o en hamster.” La puncién esplénica requiere de personal
capacitado y con mucha experiencia y ademas se recomienda que el paciente
sea hospitalizado.”® Este procedimiento sélo esta indicado en casos crénicos,
en los que el bazo es fibroso, y no debe realizarse en casos agudos por el

riesgo de un sangrado masivo.’

3.6.3.Pruebas seroldgicas

Las pruebas serologicas permiten distinguir a individuos que han estado en

contacto con antigenos de Leishmania mediante la determinacién de
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anticuerpos especificos. En la actualidad se dispone de ELISA y aglutinacion
directa; sin embargo, se recomiendan estudios previos en las areas endémicas
para establecer lineas basales o puntos de corte antes de utilizarlas de manera
rutinaria. En la leishmaniasis visceral los pacientes cursan con mayores niveles
de anticuerpos que los pacientes con leishmaniasis cutanea’® y las especies
del subgénero Viannia inducen titulos mas elevados de anticuerpos que las

especies del subgénero Leishmania.’

3.6.4.Cultivo

La mayoria de los medios de cultivo utilizados contienen agar sangre,
incluyendo al NNN, que ha sido el cultivo que con mayor frecuencia se ha
utilizado para el aislamiento de Leishmania en la leishmaniasis cutédnea, el
cultivo de sangre de pacientes con LV frecuentemente es negativo.® Debido a
que el crecimiento de las diferentes especies del parasito puede variar mucho,
se recomienda determinar el medio de cultivo adecuado y la técnica de

aislamiento para cada area endémica.’

3.6.5.Intradermorreaccion de Montenegro

Es una reaccion de hipersensibilidad retardada que consiste en la aplicacion
intradérmica de 0.1 ml de Leishmanina que es un lisado de parésitos fijados
con fenol. La prueba debe interpretarse a las 48 horas midiendo la zona de
reaccion y se considera positiva cuando ésta es mayor a 5 mm. La mayoria de
los casos de LCL presentan una prueba positiva de a 1 a 3 meses después de
la infeccidn. Los pacientes con LV son negativos durante la fase activa y
pueden presentar una reaccion positiva hasta un afio después de su curacion.
Los pacientes con LCD presentan una reaccion negativa. Esta prueba es muy
atil para el diagndstico de LMC, en la cual los parasitos son muy escasos Yy
para estudios epidemiolégicos.’
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3.7. TRATAMIENTO

A principios del siglo XX, el descubrimiento de la accién de los compuestos de
antimonio en la tripanosomiasis experimental, permitié su uso en el tratamiento
de la leishmaniasis. Actualmente se prefieren los antimoniales pentavalentes
debido a que son méas potentes y menos toxicos que los trivalentes. Los
antimoniales pentavalentes mas utilizados en el tratamiento de la
leishmaniasis, son: el antimoniato de meglumina (Glucantime) o antimoniato
de N-metilglucamina; y el estibogluconato sédico.'® La dosis recomendada es
de 20 mg de sal base por kilogramo de peso por via intramuscular durante 20
dias consecutivos.”*® Los antimoniales tienen accién téxica que generalmente
se manifiesta por anorexia, nauseas, vOmito, malestar general, cefalea y
letargia; ocasionalmente lesion renal y rara vez, muerte subita. También se ha
reportado hepato y cardiotoxicidad.” Debido a su toxicidad se recomienda que
en los casos de LCL los antimoniales sean aplicados de manera intralesional.’
La lista de medicamentos que se han reportado para el tratamiento de la
leishmaniasis cutanea es sorprendentemente larga, algunos de ellos contindan
siendo usados a pesar de que existen serias dudas sobre su efecto, y su uso
no se recomienda, como ejemplo puede citarse el pamoato de cicloguanilo y el
metronidazol. Adicionalmente, el ketoconazol, alopurinol y fluconazol se han
usado como alternativas, pero presentan algunas desventajas en toxicidad,
eficacia y costo.”*®

El segundo medicamento de eleccion recomendado ha sido la Anfotericina
B'® que es altamente activo, pero también presenta importantes
complicaciones debido a su toxicidad; la pentamidina y la paromomicina
también se utilizan en algunos casos.'® La pentoxifilina, farmaco usado en el
tratamiento de alteraciones de la circulacién periférica, ha sido utilizado con
éxito como terapia asociada a los antimoniales pentavalentes.?® La miltefosina,
farmaco desarrollado para el tratamiento del cancer, recientemente se ha
utilizado con éxito en el tratamiento de leishmaniasis visceral y con relativo

éxito en casos de LCL, refractaria al tratamiento con antimoniales.*%%
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3.8. ESTADO ACTUAL DE LA LEISHMANIASIS

La Organizacion Mundial de la Salud reconocio a la leishmaniasis como un
problema de salud publica desde hace mas de veinticinco afios; sin embargo,
el numero de casos se ha incrementado y la distribucion geogréafica se ha
expandido de manera importante en los ultimos doce afios, En la actualidad
se considera que afecta alrededor de 88 paises y que s6lo en 36 de ellos la
leishmaniasis es de notificacion obligatoria. Se estima que a nivel mundial
ocurren 2 millones de nuevos casos anualmente de los cuales 1.5 millones
corresponden a la forma cutanea y 500 000 a la forma visceral. Adicionalmente
se estima una prevalencia anual de 12 millones de personas en todo el mundo

y que 350 millones se encuentran en riesgo de padecer la enfermedad.!

El TDR (UNDP/World Bank/WHO Special Programme for Research and
Training in Tropical Disease) es un programa global de colaboracién cientifica,
gue incluye a la leishmaniasis dentro de las diez enfermedades tropicales
prioritarias que afectan a poblaciones pobres y marginadas del mundo (World
Health Report, 2002) y le asigna la categoria numero uno, en conjunto con

dengue y tripanosomiasis americana.’

El aumento de niumero de casos y la expansion geografica de la leishmaniasis
también se ha observado en América. Por ejemplo, desde hace alrededor de
seis afos, Brasil ha experimentado importantes cambios epidemiolégicos que
han conducido a un aumento en la transmision de las leishmaniasis cutanea, a
un incremento y urbanizacién de la leishmaniasis visceral y a la presencia de
un importante nimero de casos de LCD en zonas en donde la transmision de

L. braziliensis es endémica.'??

En México se ha detectado un aumento de los casos de leishmaniasis en los
altimos afios. Sin embargo, no existen datos estadisticos que describan la
verdadera magnitud del problema a nivel nacional, debido en parte, a que la
enfermedad no es prioritaria en nuestro pais y a que existe un subregistro de
casos.

En Tabasco ha sido posible observar un aumento de casos de leishmaniasis
cutanea, particularmente en la zona de la Chontalpa, en donde la LCL es

altamente endémica.?® En esta zona, el cultivo del cacao tiene gran importancia
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economica, tanto en su comercializacion como en su consumo local. Los
cacaotales son pequefas parcelas con plantas de cacao de regular altura (5-8
m) que estan cubiertas por altos arboles que les dan sombra, formando de esta
manera un microambiente humedo, menos calido que el medio ambiente, con
poca luz y con abundantes detritus organicos en el suelo. Estas condiciones
pemiten la supervivencia y proliferaciéon del vector. Recientemente se ha
demostrado la presencia de larvas y adultos de Luzmomiya olmeca infectada
con Leishmania sp en los quebraderos de cacao, que es un area del cacaotal
en donde los campesinos quiebran las mazorcas de cacao para extraer las
semillas (datos no publicados). En esta zona de Tabasco, las viviendas se
encuentran practicamente inmersas en los cacaotales, lo que permite la
transmision a nifios y mujeres y que ademdas la leishmaniasis no sea
considerada solamente como una enfermedad profesional. El control del vector
en esta zona resulta dificil debido a que la utilizacion de insecticidas puede
afectar también a insectos beneficiosos como los polinizadores, predadores y
parasitos de otros insectos nocivos, por lo anterior los campesinos se niegan a
fumigar sus parcelas, limitando aun mas el control del vector. En Tabasco,
también se han informado casos de LCD y LMC y existen fuertes sospechas de

la presencia de la forma visceral.

Figura 6. “Quebradero de cacao” ubicado dentro de una
plantacion de cacao (cacaotal). Zona de la Chontalpa, Tabasco.
Se han identificado larvas del transmisor Lutzomiya olmeca.
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3.9. RESPUESTA INMUNE

El sistema inmune humano esta programado para responder rapidamente ante
la invasion de microorganismos patégenos y ademas, puede desarrollar
respuestas altamente especificas que reconozcan posteriormente al agente
infeccioso con el que ha entrado en contacto. Estas dos diferentes funciones
del sistema inmune, se conocen como inmunidad innata e inmunidad

adaptativa, respectivamente.

3.9.1.Respuesta inmune adaptativa

La inmunidad adaptativa puede inducir células efectoras para la eliminacion de
microorganismos y células de memoria para la proteccidon de infecciones
posteriores. La respuesta inmune adaptativa primaria, inicia en los ganglios
linfaticos periféricos y no en el tejido mismo. Los antigenos del microorganismo
patdgeno son transportados hasta alli por las células dendriticas para activar
células T y B virgenes. Las células T y B activadas migran entonces al sitio de

la inflamacion.

En los ultimos afios las células T y B se han subdividido en dos grandes
grupos: 1. Células relacionadas con la inmunidad adquirida, como células B
foliculares/B2 y células Taf (TCR); y 2. Células relacionadas con la inmunidad
innata, como las células Bl y las células B de zona marginal, asi como las
células T yd y células T con restriccion CD1. A su vez, las células T han sido
divididas en CD4+ y CD8+, de acuerdo a su reconocimiento por moléculas
MHC clase 1l y clase |, respectivamente. Las células TCD4+ pueden
diferenciarse a los fenotipos Thl y Th2, con secrecion de citocinas tipo 1 o tipo
2-24

La importancia de la presentacion de péptidos antigénicos de Leishmania a
través de moléculas MHC clase Il para la resolucion de la enfermedad se
demostré utilizando ratones deficientes en Clase Il y 2-microglobulina (beta
2m -/-), encontrandose que los ratones deficientes en Clase Il sufren una fatal e
incontrolable infeccibn por Leishmania, mientras que ratones deficientes en
Clase | controlan la infeccién con L. major de una manera similar a las cepas

de ratones resistentes.
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Sin embargo, el parasito es capaz de obtaculizar la presentacion de antigenos
a través de la degradacion de las moléculas de MHC Clase Il asociadas a la
vacuola parasitofora. La degradacion de moléculas del MHC Clase Il por L.
mexicana y L. amazonensis fue atribuida a la actividad de cisteino proteasas,
ya que fue posible inhibir esta degradacion al utilizar inhibidores especificos de
proteasas. %

En modelos murinos se ha demostrado que el curso clinico de la leishmaniasis
depende de una respuesta inmune de células Thl (curacion o resistencia) o de
una respuesta tipo Th2 (progresion o exacerbacion). Los ratones
genéticamente resistentes (C57BL/6 y C3H) presentan una respuesta tipo Thl
relacionada con la produccién de citocinas como IFN- y, TNF- a e IL-2 mientras
que los ratones genéticamente susceptibles (BALB/c) presentan una respuesta
tipo Th2 con produccién de IL-4, IL-10, IL-5, IL-10 e IL-13, principalmente.?®

En la leishmaniasis humana se ha encontrado que los pacientes con LCL
(forma benigna) presentan una respuesta de citocinas tipo Thl en las lesiones,
con predominio de IFN-y e IL-1beta, sobre IL-4 y bajos niveles o ausencia de
IL-5 e IL-10; mientras que en lesiones de pacientes con la forma severa (LCD)
predominan citocinas de una respuesta tipo Th2, particularmente de IL-4, ligera
expresion TNF- a y bajos niveles de IL-1beta.?”*

Adicionalmente, se han encontrado que las células mononucleares de sangre
periférica de pacientes con LCL secretan niveles elevados de IFN-y y TNF-q,
mientras que las células de pacientes con LCD no secretan IFN-y, con un

aumento de IL-4 e IL-10.%°

Los linfocitos T CD8+ son células efectoras de la inmunidad adaptativa, que
actian a través de la secrecion de IFN-y y TNF-a y de la lisis de células
infectadas mediante un mecanismo de citotoxicidad celular. La contribucién de
estas células en la resistencia a la leishmaniasis se ha demostrado bajo ciertas
condiciones. Por ejemplo, una dosis-indculo intradérmica baja de Leishmania
tiene un papel decisivo en la proteccion de la enfermedad de ratones
resistentes. Esta resistencia se ha asociado con la acumulacion de células

CD8+T, mientras que ratones deficientes en estas células, no desarrollan una
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respuesta protectora. Sin embargo, se considera que no se ha definido con

precision el papel de las células CD8+ en la infeccion por Leishmania.?

Es importante sefialar que la induccién de una respuesta Thl o Th2 puede

modularse por células o moléculas de la respuesta inmune innata.

3.9.2.Respuesta inmune innata

La inmunidad innata no se debe considerar separadamente de la inmunidad
adaptativa, ya que hay células y citocinas que son comunes a ambos tipos de
respuestas.

En muchos microorganismos se han descrito configuraciones moleculares
Unicas, llamadas patrones moleculares asociados a patégenos o PAMPs
(pathogen-associated molecular patterns, por sus siglas en inglés), que son
moléculas superficiales caracteristicas de microorganismos que estan
relacionados evolutivamente. Se han descrito PAMPs en bacterias, hongos y
virus. Los PAMPs pueden ser reconocidos por moléculas presentes en
macrofagos, conocidos como Receptores de Reconocimiento de Patrones o
PRRs, por sus siglas en inglés. Este reconocimiento puede facilitar el proceso
fagocitico, y puede activar directamente al macréfago.

Los PRR pueden ser solubles o estar unidos a la membrana celular.
Funcionalmente los PRR pueden dividirse en tres tipos: los que se secretan o
gue de forma general funcionan como opsoninas o0 activadores del
complemento, como la proteina de union a manosa (MBP, por sus siglas en
inglés); los fagociticos, como el receptor de manosa, los receptores basurero y
CD14; vy los de sefializacidon, que activan mecanismos para la transcripcion de
genes, que conducen a una activacion celular e incluyen a los TLRs (Toll-like

receptors).®

Los TLRs son receptores son proteinas transmembranales que contienen una
region conservada llamada dominio del receptor Toll/IL-1 (TIR) y que se
expresan principalmente en las células del sistema inmune.*?

Estos receptores pueden interactuar con patrones moleculares (PAMPS) que

son comunes con una amplia variedad de patdgenos, pero que raramente se
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encuentran en el hospedero. En la actualidad se han identificado 13 tipos
diferentes de TLRs en mamiferos.®® Estos receptores son esenciales en la
defensa del hospedero contra patdogenos a través de la activacion de una
respuesta inmune innata, como un prerrequisito para la induccion de una

respuesta inmune adaptativa.

La interaccion de TLRs y PAMPs inicia una cascada de sefializacion que
involucra a varias proteinas como MyD88 e IRAK, éstas permiten la activacion
del factor de transcripcion NF-kB que induce la secrecion de citocinas
proinflamatorias y efectoras, y quimiocinas que dirigen la respuesta inmune

adaptativa.

Estos receptores también pueden inducir mecanismos de la respuesta inmune
innata en macréfagos tales como la produccion de intermediarios de oxigeno
(ROI) y nitrégeno reactivos (RNI), asi como diferenciacién celular.313*3% E|
receptor TLR-2 se ha asociado con el reconocimiento de muchos patégenos
intracelulares como bacterias gramnegativas y grampositivas, espiroquetas,

hongos y micobacterias.*

Algunos protozoarios parasitos poseen moléculas de superficie que contienen
glicosilfosfatidilinositol (GPI), que pueden actuar como PAMPs vy ser
reconocidos por PPRs opsonisantes /activadores del complemento, fagociticos

y de sefializacion.*

En el control y resolucion de la leishmniasis se encuentran involucrados
elementos tanto de la respuesta inmune innata, como de la respuesta
adaptativa. Como parte de la respuesta inmune innata, se ha demostrado la
importancia de células como neutréfilos polimorfonucleares, células NK y
células dendriticas; asi como mediadores solubles como son opsoninas,
quimiocinas y citocinas que pueden ser muy eficientes para controlar la
infeccidbn. Un evento importante para la eliminacion de Leishmania es la
activacion del macréfago, el cual requiere del interferon gamma (IFN-y) que es
una citocina que se puede inducir tanto por células de la respuesta inmune

innata (como células NK) como por células de la respuesta inmune adaptativa
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(CD4" Thl y células T CD8"). En la respuesta inmune adaptativa, se requiere
que el macréfago presente los antigenos del parasito a células T virgenes, las
cuales pueden diferenciarse a células Thl que secretan IFN-y, favoreciendo la
activacion del macrofago. En la presentacion de antigenos para inducir una
respuesta tipo Thl es indispensable la expresion de moléculas del MHC clase
II'y de moléculas coestimuladoras CD40, B7-1 y B7-2 en la superficie del
macrofago y que estas moléculas sean reconocidas por ligandos presentes en
la célula T.3*

3.9.2.1. Células de la inmunidad innata

En la leishmaniasis cutanea el parasito es inoculado en la dermis, en donde
entra en contacto con células de la inmunidad innata como macréfagos,
polimorfonucleares, células dendriticas y células NK que secretan mediadores
solubles capaces de activar a otras células, asi como de maodificar el trafico
celular para favorecer la atraccion de células efectoras y de células de la

inmunidad adaptativa al sitio de la lesion.*

3.9.2.1.1. Células polimorfonucleares

Los neutrofilos son célula fagociticas que pueden destruir a Leishmania por
medio de granulos y metabolitos reactivos del oxigeno, tan eficientemente
como los macréfagos, ya que el estallido respiratorio en estas células es muy
potente. Los neutrofilos son las primeras células en migrar al sitio de la
infeccién, incluso dos o tres dias antes que los monocitos, lo cual describe su
importancia en las fases tempranas de la infeccién. **

Recientemente se ha descrito que son eficientes células presentadoras de
antigenos de Leishmania, lo que les permite ser un vinculo entre la inmunidad
innata y la adaptativa. Los neutréfilos que han fagocitado leishmanias pueden
secretar quimiocinas como MIP-1, para el reclutamiento de monocitos y que
también es quimiotactica para otros neutrofilos. Estas células tienen una corta
vida y entran en apoptosis espontanea 6-10 horas después de entrar en
circulacion. Debido a que la ingestion de células apoptéticas por el macréfago

no activa funciones microbicidas, se ha propuesto que la ingestion de
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neutroéfilos infectados es una forma silenciosa que tiene Leishmania para entrar

a los macréfagos.?®

3.9.2.1.2. Ceélulas NK

Las células NK son células de la respuesta inmune innata que tienen una
actividad citotoxica y que son muy eficientes en la destruccion de células
tumorales. Sin embargo, también son muy importantes en la resolucién de
infecciones al secretar IFN-y y TNF-q, citocinas que pueden activar macréfagos

para la destruccién de los patégenos intracelulares.®”*

Estas células tienen un amplio repertorio de receptores que pueden
presentarse de manera individual o en combinacion, dependiendo del ligando
presente en la célula blanco. Recientemente, se ha demostrado que la
activacion de células NK puede depender del contacto directo con células
dendriticas o0 por citocinas secretadas por estas ceélulas. Adicionalmente, las
células NK pueden estimular la maduracion de células dendriticas (DC), pero
aun las células dendriticas inmaduras son capaces de secretar TNF-a e IL-12 y
de sobre-expresar B7-2 cuando entran en contacto con células NK y a su vez,
el TNF- a secretado puede ser utilizado de manera autocrina para la activacion

de las células dendriticas inmaduras.®®

Las células NK se han asociado a la proteccién y curacién de la leishmaniasis
como la fuente primaria de IFN-y para la activacion del macrofago. De igual
manera, se ha considerado que el TNF-a puede potenciar la actividad de IFN-y.
La IL-12 secretada por macrofagos o células dendriticas puede activar células
NK e inducir la produccibn de IFN-y y ademas pueden favorecer la
diferenciacién de células T al fenotipo Th1.*®* Otros autores reportan que
células NK estimuladas con IL-12 o IL-18 desarrollan poca o ninguna actividad
leishmanicida, pero que la combinacién de IL-12 e IL-18 ejerce un efecto

sinérgico en la activacion de estas células.*

Las IL-15 e IL-12 pueden también actuar de manera sinérgica sobre la célula

NK para la produccién de IFN-y y TNF-a.** Actualmente, se ha demostrado
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que las células NK son capaces de interactuar directamente con el parasito
vivo para producir IFN-y, aln en ausencia de IL-12.* Recientemente se ha
demostrado que la interaccion directa entre las células NK y el parasito se
realiza a través de la molécula LPG de Leishmania y TLR-2 (Toll Like
Receptor 2) presente en la superficie de células NK de humanos, dando lugar a
una traslocacion de NF-kB para incrementar la producciéon de IFN-y y TNF-q,

asi como la sobre-expresion de TLR-2.%3

Recientemente se han investigado las vias de sefalizacion en células
involucradas en la respuesta inmune innata a la leishmaniasis, los resultados
mostraron que los ratones resistentes Tyk2 (-/-) infectados desarrollan severas
lesiones y que sus células NK no responden al estimulo de IL-12 y ademas no
producen IFN-y.**

T-bet es un factor transcripcional que se expresa en todos tipos de células y
que regula la produccién de IFN-y por células Thl y NK. Se ha demostrado que
en ratones resistentes genéticamente deficientes (T-bet -/-) infectados con
Leishmania se induce una respuesta Th2.*

En los ultimos afios se ha descrito la importancia de los interferones tipo 1
(alfa/beta) en la induccibn de una respuesta protectora en animales
susceptibles cuando se infectan con Leishmania. Por ejemplo, el IFN-beta
restaura la actividad citotoxica de células NK, aumentando su produccion de
IFN-y, dependiente de STAT-4.%°

3.9.2.1.3. C¢élulas dendriticas

Al igual que los macrofagos, las células dendriticas tienen un papel crucial en el
control de la leishmaniasis. Las células de Langerhans son las células
dendriticas de la piel que pueden entrar en contacto con Leishmania en el sitio
de la lesién, fagocitarla y transportar antigenos del parasito a los ganglios
regionales para su presentacion a células T. De esta manera participan
activamente en la regulacion de la respuesta inmune adaptativa y la
persistencia del parasito en estas células permite una constante estimulacién

de las células de memoria. Las células dendriticas son mucho mas eficientes
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gue los macrofagos en la presentacion de antigenos de Leishmania, debido en
parte a que las células infectadas expresan complejos muy estables de
antigenos-MHC clase Il. Estas células también son muy eficientes en la
produccion de IL-12, contrario a lo que ocurre en el macrofago infectado, en
donde Leishmania puede inhibir la produccion de esta citocina. El
lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania puede modular el fenotipo e inhibir la
migracion de las células de Langerhans, aunque no afecta la expresién de
moléculas del MHC clase Il y moléculas coestimuladoras B7.%’

Otros autores han demostrado que la induccion de IL-12 por Leishmania en
células dendriticas es CD40L dependiente y que esta induccién puede variar de
acuerdo a la especie de Leishmania.”

Recientemente, se ha demostrado que la lectina tipo C de superficie (DC-
SIGN) en células dendriticas es un receptor para las formas promastigote y
amastigote de parasitos del Nuevo Mundo, pero no para L. major. Este
reconocimiento es independiente de la molécula LPG que es el principal

glicoconjugado de superficie de los promastigotes.*®

3.9.2.1.4. Macrofagos

Los macréfagos con células del sistema inmune que tienen un papel primordial
en la eliminacién de microorganismos patdgenos. Algunos protozoarios pueden
parasitar macréfagos y utilizar los recursos de esta célula huésped para su
crecimiento y replicacion. Sin embargo, Leishmania es el Unico protozoario que

necesita predominantemente al macréfago para completar su ciclo de vida.*

Leishmania posee abundantes glicoconjugados que se pueden secretar o que
se encuentran en la superficie del parasito, como son: el lipofosfoglicano (LPG)
y el proteofosfoglicano (PPG) que se encuentran unidos a la membrana, asi
como el fosfoglicano (PG); ademas del proteofosfoglicano (PPG) y la fosfatasa

acida (sAP) que se pueden secretar.*®

26



Los principales glicoconjugados que actian como ligandos en la union
Leishmania al macrofago, son LPG y una glicoproteina de 63 kDa (gp63). LPG
es el gliconjugado mas abundante en la superficie del parasito y se ha
identificado en los promastigotes de todas las especies de Leishmania. Esta
molécula se encuentra organizada como un denso y filamentoso glicocalix y
estructuralmente esta formada por una molécula de GPI anclada a la
membrana, la cual se encuentra unida a un glicano central (heptasacarido),
seguido de un fosfoglicano (PG) que contiene entre 15-30 unidades de
Gal.Man-P, dependiendo de la especie de Leishmania, y que ademas se

encuentra cubierto con un oligosacérido.*

Adicionalmente, LPG y la gp63 pueden activar al sistema del complemento y
recubrirse con C3b y C3bi para ingresar al macréfago a través de sus
receptores CR1 y CR3, respectivamente.>> Se ha descrito que este es el
principal mecanismo de entrada de los promastigotes metaciclicos al
macréfago

CR3.%!

y que los amastigotes de L. major y L. donovani pueden usar

La penetracion del parasito al macréfago también puede estar mediada por una
serie de ligandos solubles o presentes en la superficie del macrofago, tales
como: la proteina de unidon a manosa o MBP (manose binding protein) que es
una proteina sérica de fase aguda que puede actuar como opsonina para
promover la fagocitosis o activar al sistema del complemento; el receptor de
manosa que se encuentra altamente expresado en macrofagos tisulares y que
puede inducir la secrecion de citocinas proinflamatorias y mecanismos
leishmanicidas; la proteina C reactiva, que es capaz de opsonizar al parasito y
favorecer la fagocitosis; el receptor parecido a lectinas; CR4; el receptor para la
fibronectina que interactlia con gp63; el receptor para productos terminales de
la glicosilacion, y el receptor para Fc en donde las inmunoglobulinas actian

como opsoninas. 349°!

La habilidad del parasito para usar una gran variedad de receptores, facilita su
entrada al macrofago y es un mecanismo de supervivencia, pero la utilizacion

de uno u otro receptor parece depender de la especie de Leishmania,® por
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ejemplo, en Leishmania mexicana, se ha descrito la fagocitosis a través del

receptor Fc del macréfago.®

Independientemente de la importancia de la fagocitosis y de los mecanismos
citocidas que se inducen para la eliminacion de microorganismos, un evento
muy importante en la respuesta inmune a patdgenos intracelulares es su
capacidad de entrar en contacto con los macréfagos y desencadenar vias de
sefalizacion para la produccién de citocinas que puedan modular la respuesta
inmune innata y adaptativa. Este contacto puede realizarse a través de
moléculas presentes en estos microorganismos (PAMPSs), con TLRs (Toll-like

receptors) presentes en la superficie del macroéfago.

Existen evidencias de que algunos protozoarios parasitos, como T. cruzi
pueden interactuar con TLR-2 de macréfagos, a través de su molécula de
superficie GPI (glicosilfosfatidilinositol)>® y que Leishmania puede interactuar
con TLR-4 para un control eficiente de la infeccion que involucra tanto a la
respuesta inmune innata como a la adaptativa.>* De manera méas especifica se
ha demostrado que la molécula LPG de Leishmania major es ligando de TLR-
2-55

Los TLRs pueden inducir la produccién de citocinas, debido a que se
encuentran unidos a una proteina adaptadora (MyD88) que interactla con
algunas otras moléculas en la cascada de sefalizacion, lo cual permite la
translocacién nuclear de NF-kB y la produccién de citocinas como la IL-12.
Adicionalmente, se ha encontrado que MyD88 es esencial en la sefializacién de
las citocinas IL-1 e IL-18.%°

En la leishmaniasis murina se ha reportado que la interaccion LPG-TLR-2
activa vias de sefializaciéon que pueden inducir resistencia a la infeccién, pero
también puede inducir vias de regulacién negativa como SOCS-1 y SOCS-3.>°
La importancia de la proteina adaptadora MyD88 se ha demostrado en
modelos murinos resistentes a la leishmaniasis MyD88 (-/-), que cuando se
infectan con Leishmania, desarrollan lesiones crénicas que no curan® y

ademas generan una respuesta Th2.>" 8
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La fagocitosis de microorganismos se acompafia de un dramatico incremento
en el consumo de oxigeno por la célula fagocitica, llamado “estallido
respiratorio”, el cual activa a la NADPH oxidasa de la membrana plasmética,
que actia como una fuente de potencial reductor para convertir el oxigeno
molecular en aniones superoxido (O»-) que a la vez, generan productos
altamente reactivos del oxigeno, como el peréxido de hidrogeno (H.0,),
radicales hidroxilo (OH-), acido hipocloroso (OCL-) y peroxinitrito (ONOO-).

El contacto de la molécula GPI de Leishmania con el macréfago es suficiente
para iniciar una rapida activacion de las PKCs del macrofago. La molécula de
GPI tiene dos regiones que parecen inducir sefiales diferentes, como la
produccion de citocinas (ej. IL-12 y TNF-a) y la sintesis de 6xido nitrico.

En modelos murinos se ha establecido que la activacion de macréfagos por
citocinas permite la produccion de intermediarios reactivos del oxigeno y del
nitrogeno (ROI y RNI, por sus siglas en inglés) que son responsables de la
actividad leishmanicida del macrofago.

El amastigote, que es la forma intracelular del parasito, prolifera dentro del
fagolisosoma de los macréfagos infectados y puede ser eliminado por
mecanismos intracelulares, como la produccién de 6xido nitrico. (NO), el anién
superoéxido, H202, y el idén hidroxilo (OH).

Tanto el promastigote como el amastigote son susceptibles a intermediarios
reactivos del oxigeno. (ROI); sin embargo, el estallido respiratorio despertado
por el amastigote, es significativamente menor que el inducido por la fagocitosis
de los promastigotes., posiblemente debido a que el promastigote utiliza el
receptor de manosa y el amastigote no lo usa.

Mientras que los intermediarios del oxigeno contribuyen en el control de
Leishmania durante las fases tempranas de la infeccion, los intermediarios del
nitrdogeno como el 6xido nitrico (NO) son esenciales para la eliminacién del
parasito en fases posteriores y se les considera cruciales para la eliminacién

total del parasito. 3

El TNF-a y el IFN-y son las citocinas principales en la activacion de macréfagos
gue pueden actuar sinérgicamente para la transcripcion de genes que codifican
para la enzima oxido nitrico sintasa en su isoforma inducible (iNOS), necesaria

para la produccién de éxido nitrico.
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El 6xido nitro es muy importante en la regulacion de una respuesta protectora,
ya que ademas de tener propiedades leishmanicidas, puede promover la
activacion de células NK dependiente de IL-12 e IFN-y.

Esto ocurre particularmente en las etapas tempranas de la infeccién, en que los
macrofagos activados liberan IFN-y que funciona de una manera autécrina para
estimular la liberacion de pequefias cantidades de NO que son insuficientes
para matar al parasito, pero que pueden modular la activacion de células NK
por secrecion de IL-12. Subsecuentemente, la liberacion de IFN-y por NKs
activa entonces a los macrofagos para la induccién de iNOs y la liberacion de
grandes cantidades de NO para matar al parasito.

Estos hallazgos sugieren que los niveles bajos de NO derivado de iNOs
liberado por la produccién autdcrina de IFN-y durante las etapas tempranas de
la leishmaniasis es un requisito para la sefializacion y funcion de citocinas de la
inmunidad innata. La importancia de iNOs en la resolucion de la enfermedad se

ha demostrado en animales infectados con L. major y L. donovani.*

En la leishmaniasis humana se ha encontrado que la expresion de iNOs en
biopsias de pacientes con leishmaniasis cutanea localizada (forma benigna) es
mayor que en pacientes con leishmaniasis cutanea diseminada (forma

maligna), lo cual se relaciona con la funcién protectora de iNOs.*®

Mecanismos de Evasion: Los mecanismos de evasion de Leishmania son muy
amplios y variados. Desde que el parasito se encuentra en el vector
experimenta cambios que le permiten prepararse para sobrevivir en el
hospedero vertebrado, como es la metaciclogénesis, es decir, su
transformacion de promastigote prociclico a promastigote metaciclico. El
promastigote metaciclico expresa grandes cantidades de lipofosfoglicano
(LPG), asi como la metaloproteasa gp63, que lo protege de las enzimas
proteoliticas presentes en el intestino del vector.*® Adicionalmente, estas
moléculas se han asociado a mdultiples mecanismos de evasion muy
importantes para la supervivencia del parasito dentro del hospedero

vertebrado.
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En el intestino del vector, el promastigote entra en contacto con un péptido
llamado maxadilan que forma parte de la saliva del diptero que es un potente
vasodilatador e inmunomodulador. Este péptido es capaz de suprimir la
actividad leishmanicida del macrofago, inhibir la produccion de éxido nitrico y

de TNF-a, y acelerar el desarrollo de las lesiones de ratones infectados.**

Cuando el parésito es inoculado al hospedero vertebrado LPG y gp63 pueden
activar al sistema de complemento y utilizar las fracciones C3b y C3bi como
opsoninas para ingresar al macrofago a través de los receptores CR1 y CR3,
respectivamente. Este mecanismo de entrada impide que se dispare el estallido
respiratorio por lo cual constituye un mecanismo de evasion muy eficiente para
la sobrevida de Leishmania dentro del macrofago. Adicionalmente, la
interaccién de algunas especies de Leishmania con CR3 puede inhibir la

produccién de 1L-12.%°

LPG y gp63 también pueden proteger al parasito de la lisis por complemento
inactivando el Complejo de Ataque a la Membrana (MAC).*! Por otro lado, LPG
también puede inhibir la fusion fagosoma-lisosoma, a través de una repulsion
estérica entre las membranas de ambos organelos, evitando de esta manera la
degradacion hidrolitica del parasito. Adicionalmente, LPG es resistente a las
enzimas lisosomales e incluso puede destruirlas. Asimismo, la proteasa gp63
también puede degradar las enzimas lisosomales, ya que presenta una
actividad optima en el medio acido del fagolisosoma y asi proteger al parasito

de la degradacién hidrolitica.***

Los componentes de la fosforilacion en las cascadas de sefalizacion tienen un
papel critico en la regulacibn de muchas funciones del macréfago que son
inhibidas por Leishmania. La inhibicion de las cascadas de sefalizacion que
requieren fosforilacién de tirosina, parecen ser una de las estrategias usadas
por Leishmania para prevenir la activacion del macrofago y asegurar su
supervivencia. L.donovani puede disparar rapidamente la actividad de
proteintirosinfosfatasas (PTP, que desfosforilan tirosina), de manera
simultdnea con la inhibicion de proteintirosincinasas (PKT, que fosforilan

tirosina).
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Esta especie de Leishmania incrementa de manera particular la actividad de
SHP-1 que se ha correlacionado con una reduccion de la respuesta a citocinas
proinflamatorias, disminucion en la produccion de NO y supervivencia del
parasito. La proteincinasa C (PKC) es una familia de cinasas de serina y
treonina que regulan un amplio rango de procesos celulares. La actividad de
PKC es importante para una gran variedad de procesos mediados por el
macréfago, como la fagocitosis a través de CR3 y Fc y en eventos que implican
la destruccion de microorganismos, como son la fusion fagosoma-lisosoma, el
“estallido respiratorio” y la induccion de mediadores inflamatorios. LPG
disminuye la actividad de PKC en macréfagos aumentando la proliferacion y
sobrevida de Leishmania. El parasito también puede modular la actividad de
fosfatasas del hospedero infectado o puede expresar sus propias fosfatasas,
que actGan sobre proteinas del macréfago.®

De manera especifica LPG puede suprimir el estallido respiratorio e inactivar
los radicales del oxigeno y suprimir la expresiéon de NOS2 y la produccion de
NO por el macréfago.®>®°

Varias especies del parasito, como L. braziliensis, L. mexicana y L. major
pueden inducir la produccién del TGF-B en el macrofago, que es una citocina
que inhibe la produccion de IL-12 e IFN-y, la generacion de iINOS y NO; asi
como la expresion de moléculas clase I, CD40, B7-1y B7-2 vy la citotoxicidad

por células NK.>160-63

Leishmania mexicana también puede inhibir la presentacion de antigenos por
moléculas MHC Clase I, a través de la internalizacion y degradacion de estas

moléculas dentro de la vacuola parasitéfora.®

Cuando el promastigote se transforma en amastigote, la expresion de LPG
disminuye; sin embargo, los amastigotes conservan moléculas GILPs
(glicoinositolfosfolipidos) y glicoesfingolipidos (sin inositol) que forman un
denso glicocalix inmediatamente adyacente a la superficie del parasito y a
través del cual, la LPG y la gp63 se proyectan. Los GILPs pueden disminuir la
actividad de la proteincinasa C (PKC) e inhiben fuertemente la expresion de
NOS2. Esto nos permite entender que los amastigotes utilizan mecanismos de

evasion diferentes a los promastigotes.
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Los parasitos también pueden ingresar a las células de Langerhans en la
epidermis y transformarse en amastigotes. Aunque en estas células el parasito
no se puede replicar, le ofrece un ambiente seguro para su transformacién
debido a que no expresan INOS, ni NOS2, enzimas involucradas en la

destruccién del parasito.®*

3.9.2.2. Citocinas de la inmunidad innata

Las citocinas reconocidas que regulan funciones efectoras de la inmunidad
innata, son: IL-1, quimiocinas, Interferon tipo 1 (IFN-a, IFN-B), Interleucina 6
(IL-6), Interleucina 10 (IL-10), Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a),
Interleucina 12 (IL-12), Interleucina 18 (IL-18) e Interleucina 15 (IL-15); el
macrofago produce todas ellas, pero también se pueden secretar por otras

células.

3.9.2.2.1. Interleucina 1 (IL-1)

Existen evidencias que indican que IL-1a es capaz de inducir una respuesta

Th1 e inhibir una respuesta Th2 en ratones susceptibles.

IL-1a puede prevenir la progresion en la leishmaniasis cutdnea y su eficacia
depende de IL-12.°° También se ha reportado que la susceptibilidad a la

leishmaniasis puede estar relacionada con la inhibicién de IL-a e IL-B. ®°

3.9.2.2.2. Quimiocinas

Los macréfagos y las celulas dendriticas, pueden secretar quimocinas al
estmimularse a través de sus receptores TLRs, y a la vez, estimular la

expresion de receptores para quimiocinas en células dendriticas.

Este mecanismo, mediado por TLRs, es esencial para el reclutamiento de
células dendriticas al sitio de inflamacién y su migracién posterior a ganglios
linfaticos para la activacion de células T.
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Las quimiocinas son moléculas que pueden regular el trafico celular al sitio de
la lesion y se ha demostrado su importancia en la resolucion de la enfermedad
en humanos. Se ha sugerido que los patdgenos pueden determinar la
naturaleza de la respuesta inmune a través de la activacién diferencial de TLRs

y la subsecuente expresién de quimiocinas.®’

Las quimiocinas liberadas durante una respuesta inflamatoria durante una
infeccion incluye a: IL-8 (también conocida como CXCLS8), la proteina
quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1, también conocida como CCL2), MCP-2
(CCL8), MCP-3 (CCL-7), MCP-4 (CCL13), la proteina inflamatoria de
macrofagos 1a (MIP-1 a, también conocida como CCL3), MIP-1k (CCL4) y
RANTES (CCL5), se pueden inducir por las vias TLR2 y TLR4.°"®® Estas
quimiocinas se unen a la superficie luminal del endotelio vascular e inducen la

activacion de leucocitos por cambios conformacionales en las integrinas.

En ratones infectados con Leishmania amazonensis se ha establecido que la
susceptibilidad esta relacionada con la inhibicién de IFN-y y de las quimiocinas
CCL3/MIP-1 o, CCL4/MIP-13, CCL5/RANTES, MIP-2 y receptores para
quimiocinas como CCR1, CCR2, CCR5.%®

En lesiones de pacientes con LCL se han demostrado altos niveles de la
proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1) y moderados niveles de
proteina inflamatoria de macréfagos 1 (MIP-1a), por el contrario, en pacientes
con LCD los niveles de MCP-1 son significativamente mas bajos y predomina la
expresion de MIP-1. Otras quimiocinas, como IL-8, RANTES, 1-309 y MIP-1b se
expresan en minimas cantidades o no se expesan. Ambas moléculas MCP-1 e

IFN-y en conjunto pueden activar monocitos para la eliminacion del parasito.*’

Otros autores han encontrado en biopsias que los pacientes con LCL
mostraban altos niveles de CCL2/ MCP-1, CXCL9/Mig y CXCL10/IFN-y-IP-10,
mientras que muestras de pacientes con LCD expresan CCL3/MIP-1~ de
manera predominante; sugiriendo que diferentes patrones de citocinas estan

relacionados con el cuadro clinico de la leishmaniasis.
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3.9.2.2.3. Interferones tipo | (IFN-alfa/beta)

Los interferones tipo | (IFN-alfa/beta) ejercen una potente actividad antiviral y
actividades inmunoregulatorias durante las infecciones virales, pero su papel
en infecciones por bacterias y protozoarios ha sido poco estudiado. Sin
embargo, se ha demostrado que la administracion de bajas dosis (pero no de
altas dosis) de IFN-beta protege a ratones susceptibles de una leishmaniasis
cutanea progresiva y de una leishmaniasis visceral fatal, y restaura la actividad
citotoxica de células NK, incrementa la proliferacion de linfocitos y aumenta la
produccién de IFN-y e IL-12.

3.9.2.2.4. Interleucina 6 (IL-6)

Los macrofagos activados pueden producir interleucina 6 (IL-6) y se sugiere su
importancia en una respuesta tipo Thl en la leishmanisis.”® El mRNA de IL-6
se ha encontrado expresado en lesiones de un gran namero de casos de
leishmaniasis cutanea localizada, mientras que no se expresa en pacientes con

leishmaniasis cutanea diseminada.®®

3.9.2.2.5. Interleucina 10 (IL-10)

La interleucina 10 (IL-10) es una citocina que puede suprimir la respuesta Thly
la activacion de macrofagos. Inicialmente se pensd que esta citocina no era
importante en la leishmaniasis, debido a que el tratamiento de ratones
susceptibles con anti-IL-10 tenia poco efecto para revertir la progresion de la
enfermedad. Sin embargo, el papel de IL-10 en la susceptibilidad a L. major,
necesita reconsiderarse a la luz de los nuevos conocimientos. Aunque los
macrofagos han sido propuestos como una fuente importante para la secrecion
de IL-10, recientes estudios han demostrado que la fuente crucial in vivo son
las células CD4+.%°
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3.9.2.2.6. Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF-a)

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) secretado por los macréfagos actia
como un estimulo autocrino para incrementar el estallido respiratorio y, los
intermediarios reactivos del oxigeno generados durante este estallido,

aumentan a su vez la produccién de TNF-a por los macréfagos.’® "

El TNF-a es un citocina proinflamatoria que ha sido estudiada extensamente en
modelos murinos y que se ha asociado con una respuesta protectora en
ratones infectados con Leishmania. Durante la infeccion por Leishmania, la
activacion del macrofago puede ocurrir a través de la secrecién autocrina del
TNF-a que actia de manera sinérgica con IFN-y para activar la produccién de
oxido nitrico (NO).

El tratamiento de ratones infectados con L. major con TNF-a exdgeno, reduce

72,73

el tamafio de sus lesiones y disminuye el nimero de parasitos. y esta

reduccion es significativa cuando el raton infectado se trata con TNF-a e IFN-
v.”*  Por el contrario, la aplicaciéon de anticuerpos anti-TNF-a exacerban la
infeccion por L. major y los ratones desarrollan grandes lesiones con un

elevado nimero de parasitos.’>"377

Otros autores han demostrado que
ratones resistentes TNF”y TNFR” no resuelven la infeccién y que pierden su

capacidad de producir NO.”""®

En la leishmaniasis humana el papel protector de TNF-a resulta controversial e
incluso altos niveles de esta citocina se han asociado con el dafio tisular. Por
ejemplo, se ha reportado que los niveles séricos de TNF-a son
significativamente mas altos en pacientes con la forma mucocutanea vy
diseminada de la enfermedad.”® Ademas, pacientes con formas severas de la

enfermedad como LV y LCD presentan altos niveles de TNF-a en suero.®
Sin embargo, en lesiones de pacientes con LCL, LMC y LCD analizadas por

PCR para la deteccion de mRNAs de citocinas proinflamatorias, se encontrd
MRNA en todos los casos de la forma mucocutanea y en la mayoria de los
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casos de LCL, pero se expresa pobremente en los casos de la forma

diseminada de la enfermedad.®®

Por otra parte, en pacientes con leishmaniasis cutdnea y mucocutdnea se han
encontrado altos niveles de IFN-y y de TNF-a cuando sus células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) son estimuladas con antigeno de
L. amazonensis, particularmente en la fase tardia de la enfermedad (méas de 60
dias) y los niveles de TNF-a disminuyen después del tratamiento de estos
pacientes.?!

Otros autores reportan que células de sangre periférica de individuos con
antecedentes de leishmaniasis cutanea responden al estimulo de antigenos de
Leishmania y producen niveles mas altos de IFN-y y TNF-a que individuos

sanos.®?

Recientemente se ha comparado la induccion de TNF-a por diferentes especies
de Leishmania en monocitos y células de sangre, encontrandose que L.
donovani induce una mayor produccion de esta citocina que L. major.
Interesantemente, L. donovani produce leishmaniasis visceral que es una forma

severa de la enfermedad.®®

Comparando sueros de pacientes con formas clinicas benignas y severas de la
leishmaniasis y de la lepra, se encontraron niveles significativamente mas altos
de TNF-a en pacientes con las formas severas de estas enfermedades (LCD y
lepra lepromatosa) que en pacientes con las formas clinicas benignas, como

LCL y lepra tuberculoide.

En modelos murinos y pacientes con otras infecciones por protozoarios
intracelulares como la enfermedad de Chagas se ha encontrado que la
actividad de TNF-a sinergiza con el IFN-y para la activacion de macréfagos y
produccién de éxido nitrico.2*%° Pero otros autores asocian los altos niveles de
TNF-a con formas clinicas severas de otras enfermedades, a como ocurre en la

malaria severa.®®
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Adicionalmente se ha demostrado que la deficiencia de TNF-a/TNFRs en
ratones genéticamente modificados, puede ser beneficioso para la proteccion
contra infecciones por Toxoplasma gondii, Leishmania major, Trypanosoma
cruzi y Plasmodium spp.®” Pero por otro lado se ha reportado que Toxoplasma
gondii y Brucella suis no son capaces de inducir la secrecion de TNF-a en

células monociticas humanas. 888°

También se ha propuesto que la variabilidad en la produccién de TNF-a por
monocitos, parece estar genéticamente determinada y se ha identificado un
nucledtido que estimula la transcripcién de TNF-a y que esta relacionado con la
susceptibilidad a formas severas de leishmaniasis, asi como en otras

enfermedades infecciosas.*®

3.9.2.2.7. Interleucina 12 (IL-12)

La importancia de la IL-12 durante la respuesta inmune en leishmaniasis
cutanea se ha descrito ampliamente en modelos murinos resistentes y
susceptibles infectados con L.major, se encontrd que la resistencia y control de
la infeccion depende de una respuesta tipo Thl que es mediada por IL-12.

Se ha demostrado que ratones resistentes deficientes en IL-12 (IL-12-/-)°%%,

asi como ratones tratados con anticuerpos anti-IL-12%%%

, desarrollan una
enfermedad progresiva cuando se infectan con L. major. Ademas, cuando se
administra IL-12 recombinante (rlL-12) a ratones susceptibles (BALB/c) estos
presentan menor numero de parasitos en las lesiones y desarrollan resistencia

a la enfermedad.®>%

Al parecer la respuesta de las células T puede depender de la expresion de
receptores funcionales para IL-12 (IL-12R), ya que células infectadas con L.
major estimulan la expresion de IL-12R en ratones resistentes, pero la inhiben
en ratones susceptibles.*®

Ademas, ratones deficientes en la subunidad beta del receptor para IL-12 (IL-
12Rbeta2KO) desarrollan grandes lesiones cutaneas similares a las
desarrolladas por ratones susceptibles BALB/c. ¥’
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Pese a que se ha demostrado la importancia de la IL-12 en una respuesta
protectora a la leishmaniasis, los promastigotes de L. major pueden inhibir

selectivamente la produccién de IL-12 por el macréfago, tanto in vitro **°° como

in vivo. 10010t
Esta inhibicidbn puede ocurrir tanto en ratones susceptibles como resistentes;
por el contrario, los amastigotes pueden activar macréfagos para producir IL-12

en respuesta a la infeccién por Leishmania.*®*

Llama la atencion que algunas especies de Leishmania relacionadas entre si,
como L. amazonensis y L. mexicana son capaces de producir infecciones
incurables en animales resistentes (C3H, C57BL/6 y C57BL/10) a L. major.*®
102-107

Adicionalmente, ratones C3H infectados con L. amazonensis producen menos
IL-12 que aquellos infectados con L. major; y su produccion es comparable con
ratones susceptibles (BALB/c). En estos ratones, el tratamiento con IL-12
tiene poco efecto sobre el desarrollo y resolucién de las lesiones.?® De acuerdo
a estos resultados, los autores proponen que la susceptibilidad puede deberse
a una falla para desarrollar una respuesta tipo Thl, mas que al desarrollo de
una respuesta tipo Th2; debido también en parte, a que Leishmania es capaz

de regular negativamente la expresion de los receptores para IL-12.

Resultados similares se han encontrado en ratones C57BL/6 infectados con L.
mexicana que desarrollan lesiones que no curan, sin embargo éstas no son
progresivas, pero tampoco curan cuando son tratados con IL-12. Estos autores
también infectaron ratones C57BL/6 deficientes en un componente de la
cascada de sefializacion para la produccion de IL-12, llamado STAT4, y

encontraron inhibicién en la produccion de IL-12. X7

Células de ratones susceptibles a L. mexicana responden eficientemente a IL-
12 exogena in vitro y producen IFN-y; sin embargo, los ratones genéticamente
deficientes en STAT4 (STAT4™ no responden a la IL-12 exdgena in vivo. Esto
sugiere que existe una incapacidad para producir IL-12 mas que una falta de
respuesta a IL-12 exdgena en ratones considerados susceptibles a la infeccién

por L. mexicana.'®
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Adicionalmente, en humanos se ha reportado que Leishmania es capaz de
inhibir in vitro la produccién de IL-12 en monocitos.’*® Sin embargo, parece
haber una secrecién diferencial de IL-12 por monocitos de acuerdo al estado
clinico del paciente, ya que en los casos curados de leishmaniasis cutanea se
han encontrado altos niveles de mRNA de IL-12, pero bajos niveles en aquellos
casos refractarios al tratamiento. *'° Estos datos sugieren que incluso in vivo el
parasito puede inhibir la produccién de IL-12. Por el contrario, se han
encontrado niveles marcadamente elevados en pacientes sintomaticos con
leishmaniasis visceral (LV), cuando son comparados con individuos con

infecciones asintomaticas, pacientes con malaria y controles sanos.™**

Estudios comparativos han demostrado que Leishmania inhibe in vitro la
produccion de IL-12, pero que in vivo induce niveles reducidos de IL-12,
mientras que otros patodgenos intracelulares como T. cruzi y T. gondii son

potentes inductores de IL-12.?
1.1.1

112 Otros autores han reportado en modelos murinos que IL-12 e IFN-y son

esenciales para la resistencia del hospedero en la infeccién aguda por T.

cruzi, T. gondii y Cryptococcus neoformans.****°

3.9.2.2.8. Interleucina 18 (IL-18)

Interleucina 18 (IL-18) es otra citocina proinflamatoria que es producida por
macrofagos activados y que en combinacion con IL-12 induce IFN-y; pero que

de manera individual no puede hacerlo.**®*%’

Los ratones resistentes IL-18" infectados con L. major producen una cantidad
significativamente menor de IFN-y, disminuyen su produccion de NO e
incrementan su respuesta immune Th2.1'81% Sin embargo, llama la atencién
que tiempo después estos ratones son capaces de resolver sus lesiones y de
inducir una respuesta Thl eficiente.****?° Por otro lado, cuando los ratones
resistentes infectados con L. major son tratados con anticuerpos a-IL-18 se

exacerba la infeccion, asociada con una disminucion de NO; sin embargo, este
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efecto no es persistente y los ratones no pierden la capacidad de producir IFN-
119

Y.
Con base en los reportes anteriores, se puede suponer que ante la falta de IL-
18 (IL-18-/- 0 a-1L-18) un tiempo después los ratones resistentes pueden seguir
secretando IFN-y y montar una respuesta Thl, probablemente por secrecion IL-
12. Entonces, la IL-18 no es suficiente para inducir una respuesta temprana
Thl y no es necesaria en ratones que pueden producir IL-12 de manera
natural.**

Sin embargo, la administracion de una u otra citocina (IL-12 o IL-18) en
animales susceptibles BALB/c infectados con L. major no induce su curacion;
mientras que si se administran las dos citocinas en combinacion, se puede
inducir una respuesta Th1 y una inmunidad adquirida protectora.**®*#

Por otro lado, se ha encontrado que las células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) y los monocitos de donadores sanos, producen mas IL-18
durante la infeccién con L. donovani que con L. major.®® Adicionalmente, los
niveles plasmaticos de IL-18 son marcadamente mas elevados en pacientes
sintométicos con leishmaniasis visceral (LV) que pacientes con malaria o

controles sanos.'?

En otras infecciones por protozoarios, se ha encontrado que ratones IL-12 (-/-)
infectados con T. gondii muestran una cantidad de parasitos significativamente
mayor que los ratones IL-18 (-/-) y el tratamiento con IL-12 o IL-18 después de
la infeccion previene el desarrollo de lesiones mayores.*?? Adicionalmente, en
modelos murinos infectados con Mycobacterium leprae las interleucinas IL-12 e
IL-18 también actian de manera sinérgica e inducen la produccion de NO por
células peritoneales; el NO es dependiente de la produccion de de IFN-y por

células NK y células T.}%

es decir, tanto por células de la inmunidad innata
como de la adaptativa. Reportes recientes sugieren que las células NK
secretan IFN-y que estimula la produccion de IL-15 e IL-18 de monocitos, lo
cual favorece la produccion de IFN-y por monocitos infectados con

M.tuberculosis.*?*

En la enfermedad de Chagas se ha demostrado que los ratones IL-12p35™

pueden producir IFN-y por induccién de IL-18 detectada dos semanas después
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de la infeccion. Esta es una evidencia de la produccion de IFN-y independiente

de IL-12, pero dependiente de IL-18 y células T.*?°

3.9.2.2.9. Interleucina 15 (IL-15)

En la actualidad la interleucina 15 (IL-15) es considerada como un puente de
unién entre el sistema inmune innato y adaptativo a través de la regulacién
autocrina de citocinas proinflamatorias secretadas por el macréfago.'®® Esta
interleucina comparte funciones con IL-2 y tiene un importante efecto
qguimiotactico para células T, particularmente células T de memoria, también
induce la proliferacién de células CD4+ y CD8+ y su diferenciacion preferencial
a Thl y Tcl, respectivamente; la diferenciacion de NK precursoras a ceélulas
NK CD56”"9"  que es una subpoblacién de células NK mas eficiente en la
produccion de citocinas y expresion de receptores'?’; asi como la regulacion de
la secreci6n de IL-12 por células dendriticas'®, la estimulacién potente y
selectiva de células TCD8+ T con fenotipo de memoria'*y ademés actta junto
con IL-12 como coestimuladora de la produccion de IFN-y y TNF-a por células

NK en el control de infecciones por microorganismos intracelulares.™*

Existen evidencias que indican que algunos patégenos intracelulares son
capaces de inducir in vitro la secrecién de IL-15 por monocitos y macréfagos*
y que esta citocina puede ejercer un efecto protector. Por ejemplo, la
administracion previa de IL-15 a ratones que posteriormente son infectados con
Plasmodium falciparum, les permite controlar la infeccion.’® Adicionalmente,
los ratones deficientes en IL-15 (IL-157) infectados con  Plasmodium,
producen bajas cantidades de citocinas Thl y la actividad de células NK y

dendriticas se encuentra inhibida.**?

La administracion de anticuerpos a-IL-15 a ratones resistentes infectados con
T. gondii provoca que sean incapaces de controlar la letalidad de la infeccion.
Asimismo, la administracion del receptor soluble para IL-15 (slL-15Ra) con la
finalidad de bloquear la accion de la IL-15 end6gena, reduce marcadamente la
actividad citotéxica de CD8+ y su capacidad de producir IFN-y.**?
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Mycobacterium leprae, y otras especies de micobacterias, también inducen la
secrecion de IL-154, En pacientes con lepra existen diferencias de acuerdo a
la severidad del cuadro clinico, encontrdndose que pacientes con lepra
tuberculoide (forma benigna) producen cantidades mayores de IL-15, que los

pacientes con lepra lepromatosa (forma severa).**®

En la leishmaniasis, IL-15 puede activar macrofagos infectados con L. infantum
e inducir la destruccion del parasito directamente o indirectamente a través de
la secrecion de IL-12. Esta actividad leishmanicida se ha equiparado con la

inducida por IFN-y.**

Sin embargo, en el caso de los pacientes con leishmaniasis visceral, que es
una forma maligna de la enfermedad, se han encontrado niveles elevados de
IL-15 tanto en plasma®® como en células mononucleares de sangre.*®’ Estos
mismos autores han realizado experimentos de neutralizacion con anticuerpos
monoclonales, asi como la administracion de IL-15 recombinante, para
proponer que la produccion endogena de IL-15 en pacientes con LV aguda no

es suficiente para la produccion de IFN-y e IL-12.%7

3.9.3.Moléculas coestimuladoras

3.9.3.1. CD40

Durante la presentacién de antigenos las moléculas MHC clase Il por si solas,
no son suficientes para estimular una respuesta de células T, también es un
requisito la presencia de moléculas coestimuladoras como CD40 y B7-1/B7-2
en la superficie del macréfago y de CD28 y CD40L en la célula T.%
Particularmente, la interaccion de CD40 de macréfagos o células dendriticas
con CD40L en células T, es un potente estimulo para la produccion de IL-12 y
representa un mecanismo inmunoregulatorio en el desarrollo de la resistencia a

la leishmaniasis.*3813°

La importancia de esta molécula coestimuladora se ha demostrado estudiando

ratones con fenotipo resistente CD40 -/- y CD40L-/-, los cuales producen una
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cantidad significativamente menor de IFN-y e IL-12 y disminuyen su capacidad

140143 De la misma manera, la

para activar macrofagos y matar al parasito.
progresion de la enfermedad en ratones susceptibles BALB/c y en la
leishmaniasis visceral ha sido asociada con una disminucién en la sintesis de

IL-12 dependiente de CD40.*4414¢

Sin embargo, existen reportes controversiales que sugieren que CD40 puede
ser una molécula coestimuladora tanto para una respuesta Thl como para una
respuesta Th2 **"%° y que uno u otro tipo de respuesta depende de vias de
sefalizacion diferentes: la produccion de IL-12 es dependiente de p38MAPK y
la de IL-10 es dependiente de ERK-1/2.1°01%1

Otros autores han demostrado que en macréfagos humanos al igual que en
murinos, la expresion de CD40 no se altera cuando los macrofagos se infectan
con L. major, pero que bloqueando la interaccion CD40-CD40L se inhibe la
produccion de IFN-y e IL-12. Adicionalmente ellos reportaron que cocultivando
estos macréfagos con leucocitos de sangre periférica, sorpresivamente se
incrementa la expresion de CD40 sugiriendo que para la expresion de CD40 es

necesaria una retroalimentacion entre el macréfago y las células efectoras.™*

Llama la atencién que las células mononucleares de sangre periférica producen
igual cantidad de IFN-y cuando son estimuladas con antigeno de Leishmania

unicamente, que cuando son estimuladas y ademés se bloquea CD40.**2

En otros patdgenos intracelulares se ha demostrado que las células
presentadoras de antigeno (CPA) infectadas con T. gondii pueden aumentar la
expression de CD40 y que la interaccibn de CD40-CD40L con PMBC de

humanos puede estimular la éptima produccion de IL-12 e IFN-y. 231

Las diferencias observadas en la expresion de CD40 y en la interaccion CD40-
CDA40L para la produccion de citocinas Thl en Leishmania y en otros diferentes
patégenos, ha dirigido investigaciones que proponen la existencia de

mecanismos independientes de CD40 para la produccién de IL-12 o IFN-y.*>*
156
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Estudios dirigidos a correlacionar la expresion de CD40 con la severidad del
cuadro clinico en lepra, sugieren que la sobrexpresion de CD40L puede inducir
IL-12 dependiente de CD40 en monocitos de pacientes con lepra tuberculoide
(benigna) pero no en pacientes con con lepra lepromatosa, que es la forma

mas severa de la enfermedad.®’

3.9.3.2. B7-1Y B7-2

Las moléculas coestimuladoras B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86) tienen una papel
critico en la activacion de células T CD4" in vivo e in vitro. Sin embargo,
durante muchos afios se ha tratado de relacionar su importancia en la
resistencia y susceptibilidad a varias infecciones, se ha descrito que sefialan un
papel preferencial de las moléculas en la diferenciacion al fenotipo Thl o Th2.
158 Por un lado existen reportes en los que se demuestra que Leishmania
puede inhibir la expresion de B7-1 y B7-2 dependiendo del fenotipo del animal
infectado: por ejemplo, en animales susceptibles Leishmania puede inhibir la
expresion de B7-1 y en animales resistentes el parasito puede inhibir la
expresion de B7-2.1°91%° Estos datos sugieren que B7-1 puede estar asociada
con la resistencia y B7-2 con la susceptibilidad. De la misma manera, otros
estudios sugieren que la molécula B7-2 es critica para la diferenciacion de
células T al fenotipo Th2 en cepas de animales susceptibles a la infeccion por

Leishmania. 161164

Contrariamente a estos reportes, otros autores proponen que no existe una
asociacion en la expresion de B7-1 o B7-2 con la resistencia o susceptibilidad a
la infeccidn; sino que B7-2 es la molécula coestimuladora dominante tanto en la
respuesta inmune de ratones susceptibles como de ratones resistentes que
han sido infectados con Leishmania.'®®

Por otro lado, estudiando células fagociticas de individuos sanos, se ha
encontrado que los monocitos y macréfagos infectados con L. major o L.
chagasi no presentan cambios en la expresidbn de estas moléculas

coestimuladoras, contrariamente a lo que ocurre en modelos animales. 49

167
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Al estudiar otras infecciones intracelulares como la enfermedad de Chagas, se
ha reportado que T. cruzi es capaz de inducir una rapida expresion de B7-1y
una inhibicién de B7-2 en monocitos humanos '*® : mientras que M.
tuberculosis no induce la expresion de B7-1 y soOlo expresa B7-2

parcialmente.*®®

Al parecer la expresion de estas moléculas coestimuladoras, se comporta de
manera diferente en modelos animales, ya que al bloguear tanto B7-1 como
B7-2 en ratones resistentes infectados con T. cruzi, se exacerba la infeccion y
falla la produccién de IFN-y*®°, sugiriendo que no hay una expresion diferencial
asociada con la resistencia o la susceptibilidad.

Por otro lado, la inhibicion de B7-2 en monocitos y células dendriticas de
pacientes con lepra tuberculoide y lepra lepromatosa reducen su respuesta
inmune especifica contra M. leprae, independientemente de la severidad clinica
de la enfermedad.*”°

El papel especifico de B7-1 y B7-2 en la leishmaniasis humana no es claro,
pero se ha demostrado que la interaccibn B7-CD28 es importante en la
produccion de citocinas Thl por células mononucleares (PBMC) de pacientes

con la forma cutanea de la enfermedad.*®?

Debido a que en la actualidad existen pocas evidencias de la importancia que
tienen las citocinas de la inmunidad innata en la generacién de una respuesta
protectora en la leishmaniasis humana y que ademas, no ha sido claro el papel
gue desempefian las moléculas coestimuladoras en el curso clinico de la
enfermedad, se realiz6 el siguiente trabajo para comparar la secrecién de las
citocinas TNF-a, IL-12, IL-18 e IL-15 y la expresion de CD40, B7-1 y B7-2 por
macrofagos de pacientes con una forma clinica benigna (LCL) y una forma
severa de la leishmaniasis cutanea (LCD) y asi determinar si las alteraciones a
nivel de estas citocinas y moléculas pudieran estar condicionando la severidad
del cuadro clinico. Dado lo anterior se plantea la siguiente hipotesis: los
monocitos de pacientes con leishmaniasis cutanea localizada producen mas
TNF-qa, IL-12, IL-15 e IL-18 y expresan mas CD40, B7-1 y B7-2 que pacientes
con leishmaniasis cutdnea diseminada, cuando se estimulan con el

lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania mexicana.
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4. METODOLOGIA
4.1. Seleccidn de pacientes y controles sanos

Los pacientes con leishmaniasis cutanea localizada (LCL) se seleccionaron de
comunidades rurales del Estado de Tabasco, de acuerdo a los criterios de
clasificacibn propuestos por la OMS: lesiones activas, con impronta e
Intradermorreaccién de Montenegro (leishmanina) positivas y curacion clinica
después de tratamiento convencional con antimoniales (Glucantime). Los
pacientes con LCD fueron seleccionados utilizando también los criterios de la
OMS: lesiones nodulares mudltiples, con impronta positiva con abundantes
parasitos, Intradermorreaccion de Montenegro negativa y sin respuesta al
tratamiento con antimoniales pentavalentes (Glucantime). Posteriormente los
pacientes con LCD fueron clasificados de acuerdo a su severidad clinica:
namero de lesiones, tiempo de evolucién y estado general. A los pacientes con
LCL se les dio seguimiento para confirmar su curacién con Glucantime. Tanto a
los pacientes con LCL como con LCD se les aplicé una encuesta con el fin de
recabar datos clinicos y epidemiologicos que confirmaran su diagnéstico y para
dar cumplimiento con los criterios de clasificacidn anteriormente mencionados;
asimismo se les informd sobre la naturaleza de su enfermedad y la intencién
del proyecto de investigacién, asi como los riesgos y beneficios del
procedimiento para la obtencibn de muestras (Consentimiento informado).
Paralelamente, las cepas aisladas de los pacientes fueron tipificadas como
Leishmania mexicana. Las muestras de sangre de los controles sanos fueron
seleccionadas en un &rea urbana y no endémica de leishmaniasis, a través de

un banco de sangre de la Ciudad de México.

NUmero de individuos estudiados:
Controles sanos = 30

Pacientes con LCL =20
Pacientes con LCD =5

4.2. Antigeno de Leishmania

El lipofosfoglicano (LPG) obtuvo a partir de promastigotes metaciclicos de

Leishmania mexicana cultivados en un medio bifasico con base de agar sangre
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(NNN) y medio Drosophila Schneider suplementado con suero fetal bovino
inactivado al10% a 28°C por 3-4 dias. La metacilcogénesis fue determinada
incubando 2-5 x 10° promastigotes con 100 pg/100 ml de PNA por una hora a
25 °C y centrifugando a 150 x g por 5 minutos. Los parasitos obtenidos fueron
tratados con una solucion de cloroformo-metanol-agua (1:2:05 v/v) por dos
horas a temperatura ambiente. El material insoluble fue tratado con 1-butanol al
9% v el sobrenadante fue liofilizado. EI LPG fue purificado por cromatografia
(HPLC) usando un gradiente de 1-propanol (5-60%) en acetato de amonio 0.1
M. ElI LPG fue analizado para determinar la presencia de endotoxinas,
lipolisacéarido (LPS) y proteinas contaminantes. En el presente trabajo el LPG

se utilizd a una concentracion final de 10 pg/ml.

4.3. Cultivo de monocitos

Los monocitos de individuos sanos, pacientes LCL y LCD se obtuvieron a partir

de 25 ml de sangre periférica.

Primero se separaron las células monucleares por gradiente de densidad con
Ficoll Hypaque y después se purificaron los monocitos por adherencia en placa:
Las muestras de sangre se diluyeron 1:3 con PBS estéril pH 7.4 y se colocaron
7 ml de sangre diluida sobre 3 ml de Ficoll Hypaque ©6=1.007 (Sigma
Diagnostics, Inc) y se centrifugaron a 2000 rpm durante 20 min a 20°C. Se
aspiraron las células de la interfase y se lavaron 2 veces con 30 ml de PBS
estérii pH 7.2 a 1200 rpm durante 10 min a 4°C. Los botones se
resuspendieron en 10 ml de medio de cultivo celular RPMI 1640 con 10% de
suero fetal bovino (SFB). El recuento de células se realiz6 con una cadmara
Neubauer y se analizo la viabilidad celular mediante la prueba de exclusion de

azul tripano.

El nimero de células por mililitro se calculé de la siguiente manera:

Células/ml = Num. de células X factor de dilucion X 10 000 X volumen
Las células mononucleares se resuspendieron en medio de cultivo RPMI 1640

y se depositaron 1 X 10° células por caja. Estas se incubaron a 37°C con
5%CO0; por 24 horas.
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Los monocitos adheridos se despegaron con EDTA 5mM y lavados dos veces
con PBS estéril a 1200 rpm por 10 min a 4°C. El recuento de monocitos se
realiz6 en Camara de Neubauer y y se analizé la viabilidad celular mediante la
prueba de exclusién de azul tripano. La pureza de la poblacion fue evaluada
por

citometria de flujo utilizando un anticuerpo anti-CD14 (Becton Dickinson).

La concentracién de monocitos se ajustd a 1 X 10° /ml con medio de RPMI
1640 y se deposité un mililitro por pozo en una placa de cultivo de 24 pozos

(Costar Corning, NY), de acuerdo a las siguientes condiciones:

Monocitos sin estimular (estado basal), monocitos con LPS a una
concentracion final de 100 ng/ml (control positivo) y monocitos con LPG a una
concentracion final de 10 pg/ml. Las placas se incubaron a 37°C en una
atmosfera de CO; al 5 % durante 18 horas.

Posteriormente se recuperd el sobrenadante para la determinacion de TNF-q,
IL-12, IL-18 e IL-15 y los monocitos se cosecharon y se lavaron con PBS pH
7.2 con azida de sodio al 1 % a 2000 rpm por 5 min a temperatura ambiente,
para medir la expresion de CD40, B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86) por citometria de

flujo.

4.4. Determinacion de citocinas por la técnica de ELISA.

Se recolectaron los sobrenadantes de los cultivos de monocitos después de 18
horas de incubacion. Los niveles de TNF-a, IL-12, IL-18 e IL-15 se evaluaron
por el método de ELISA.

Los anticuerpos de captura (BD Pharmigen, San José CA) se colocaron en una
placa de de 96 pozos de fondo plano (Costar, Corning, NY) y la concentracion
se calcul6 de acuerdo a la citocina a determinar. La placa se lavo cuatro veces
con PBS 1X/0.01 % Tween 80.

Posteriormente se agrego solucion bloqueadora a cada pozo y se dejé 30 min a

temperatura ambiente. La placa se lavo tres veces de la misma manera.

A cada pozo se agregaron 100 ul de las diferentes concentraciones de las

citocinas (curva estandar) y de los sobrenadantes de monocitos de controles
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sanos, de pacientes LCL o de pacientes LCD, que se obtuvieron en las

siguientes condiciones:

Sobrenadante de monocitos sin estimular: Control negativo
Sobrenadante de monocitos estimulados con LPS (100 ng/ml): Control positivo

Sobrenadante de monocitos estimulados con LPG (10 pg/ml): Lipofosfoglicano de Leishmania.

La placa se dejo 2 horas a temperatura ambiente o0 a 4°C hasta el dia siguiente
y después se lavo cuatro veces.

Se agregregaron 100 pl por pozo de cada anticuerpo de deteccion especifico
para cada citocina y se incub6 una hora a temperatura ambiente y después la
placa se lavo tres veces.

Se agregaron 100 pl por pozo de estreptavidina-fosfatasa alcalina (GIBCO BRL
19542-018) en una concentracion de 1:2000 en albumina bovina al 1% con
0.05% de Tween 20 vy se incub6 30 min a temperatura ambiente; después se
lavo la placa ocho veces.

Se agregaron 100 pl por pozo de la solucion reveladora (p-nitrofenil fosfato
(PNPP) y se dej6 incubar de 30 a 120 min dependiendo de la citocina, a

temperatura ambiente y en la obscuridad.

Se utilizé un lector de ELISA para microplacas (BIO-TEK Instruments, MN) y el

programa KC4 para obtener las concentraciones de citocinas en pg/ml.

4.5. Citometria de flujo

La expression de CD40, CD80 y CD86 en la superficie de monocitos (CD14+)
de controles sanos, pacientes con LCL y pacientes con LCD se analiz6 por
duplicado después de 18 horas de incubacion en las siguientes condiciones:
Monocitos sin estimular en medio de cultivo: Control negativo

Monocitos estimulados con LPS (100 ng/ml): Control positivo

Monocitos estimulados con LPG (10 pg/ml)

Después que los monocitos fueron incubados en estado basal, con LPS y LPG,

fueron cosechados y lavados con PBS pH 7.2 con 0.1% de azida de sodio.
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Los monocitos se resuspendieron en 200 ul de PBS pH 7.2 con 0.1 % de azida
de sodio y 2 % de suero fetal bovino; y se tifieron en una proporcién 1:4 con
los con anticuerpos monoclonales a-CD14 humano conjugados con el
fluorocromo ficoeritrina (PE) y con anticuerpos monoclonales especificos

conjugados con isotiocianato de fluoresceina (FITC):

Anticuerpo monoclonal de ratén a-CD40 humano conjugado con FITC
Anticuerpo monoclonal de ratén a-CD80 humano conjugado con FITC
Anticuerpo monoclonal de ratén a-CD86 humano conjugado con FITC
(BD Pharmingen, San José, CA).

Después de agregar los anticuerpos las muestras se incubaron 30 min en hielo
y en la obscuridad. Se lavaron con PBS pH 7.2 con 1 % de azida de sodio y
fueron centrifugadas a 2000 rpm por 5 min a 2-8°C. Se eliminé el sobrenadante
y las células se fijaron con 500 pl de paraformaldehido al 1% a una

concentracion de 1 x 10°

Las células se analizaron en un citometro de flujo FACSort con el Programa
CellQues (BD Immunocytometry Systems, Mountain View. CA) y los resultados
fueron obtenidos en porcentajes y la distribucion de los monocitos en gréaficas
con los valores de CD14 (PE) en el eje Y y la molécula coestimuladora

especifica (FITC) en el gje X.

4.6. Pruebas estadisticas

Los resultados se analizaron para obtener la mediana por citocina (pg/ml) o
molécula coestimuladora (%), por cada condicion: basal, con LPS y con LPG.
Se compararon los valores sin estimulo y con estimulo con LPG y los grupos
entre si: controles sanos, pacientes LCL y pacientes LCD. Para determinar si
existian diferencias entre los valores se utilizé la U de Mann-Whitney
considerando que existian diferencias estadisticamente significativas cuando el
valor p<0.05. Los resultados fueron expresados en graficas, utilizando la media

y la desviacion estandar
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5. RESULTADOS

5.1. Factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a)

Los monocitos de controles sanos, pacientes LCL y pacientes LCD no
secretaron TNF-a en estado basal, pero cuando se estimularon con LPG los
monocitos de sujetos sanos y pacientes LCL secretaron una cantidad
significativamente mayor de esta citocina. El valor de TNF-a secretado por
monocitos estimulados con LPG de pacientes con LCL y LCD fue

significativamente menor (p< 0.05) que el de los controles sanos. (Fig. 7)

TNF-alfa
3000 OBASAL ]
2500 BCILPS |
P c/LPG
2000 4
= *
\g 1500 A , N
. [
1000 A
% %
T = .
500 - £
o 7
SANOS PACIENTES LCL PACIENTES LCD

Diferencias estadisticamente significativas en la secrecion de TNF-a: 1. Monocitos de sanos sin estimulo
vs estimulados con LPG (*SANOS pc > SANOSgasaL); 2. Monocitos de pacientes LCL sin estimulo vs
estimulados con LPG ( **LCL.pc > LCLgasaL); 3. Monocitos de sanos vs pacientes LCL, estimulados con
LPG (¢SANOS|pc > LCLipg ); 4. Monocitos de sanos vs pacientes LCD, estimulados con LPG
(#¢SANOS| pc > LCDypg). Prueba U de Mann-Whitney (p<0.05).

TNF-a BASAL LPS LPG
MEDIA 14.0 1340.6 611.7

SANOS DE 0 660.2 310.9
MEDIANA 14.0 1350.0 545.0

MEDIA 14.0 806.7 233.6

LCL DE 0 635.7 138.4
MEDIANA 14.0 560.0 210.0

MEDIA 14.0 1281.0 253.6

LCD DE 0 1408.1 300.8
MEDIANA 14.0 1305.0 230.0

Figura 7. Valores promedio, desviaciéon estandar (DE) y mediana de TNF-a secretado por monocitos de
controles sanos, pacientes con LCL y pacientes con LCD, en estado basal y estimulados con
lipopolisacarido (LPS) lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania mexicana por 18 horas.
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Aunque no se encontraron diferencias significativas entre los valores de TNF-a
entre ambos grupos de pacientes, al analizar los resultados de los pacientes
LCD de manera individual se observé que los valores tienden a disminuir al
aumentar la severidad clinica de los pacientes LCD:

LCD-1. 750 pg/ml Menor severidad clinica
LCD-2: 230 pg/ml
LCD-3: 260 pg/ml
LCD-4: 0 pg/ml
LCD-5: 0 pg/ml Mayor severidad clinica

5.2. Interleucina 12 (IL-12)

Los monocitos de controles sanos, pacientes LCL y pacientes LCD secretaron
IL-12 en estado basal, pero los pacientes LCL produjeron una cantidad
significativamente mayor (p<0.05) que los controles sanos y que los pacientes
con LCD. Al ser estimulados con LPG, los monocitos de sujetos sanos
incrementaron 3.5X su produccién de esta citocina, mientras que pacientes

LCL reducen de manera significativa (1.75X) su secreciéon de IL-12. (Fig. 8)
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Diferencias estadisticamente significativas en la secrecion de IL-12: 1. Monocitos de sanos sin estimulo vs
estimulados con LPG ( *SANOS pg > SANOS gasal); 2. Monocitos de pacientes LCL sin estimulo vs
estimulados con LPG ( **LCLipg < LCLgasaL); 3. Monocitos de sanos vs pacientes LCL, sin estimulo (¢
LCLgasaL > SANOSgasaL); 4. Monocitos de pacientes LCL vs pacientes LCD, sin estimulo (¢¢ LCLgasaL >
LCDgasaL); 5. Monocitos de sanos vs pacientes LCL, estimulados con LPG (m LCLipc < SANOS,pg).
Prueba U de Mann-Whitney (p<0.05)
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IL-12 BASAL LPS LPG
MEDIA 367.4 1551.3 1296.3

SANOS DE 150.8 375.5 817.4
MEDIANA 300.0 1450.0 895.0

MEDIA 638.0 844.3 365.0

LCL DE 175.5 521.1 176.7
MEDIANA 565.0 700.0 340.0

MEDIA 477.0 2205.0 1333.0

LCD DE 327.7 1738.9 1363.0
MEDIANA 460.0 2500.0 640.0

Figura 8. Valores promedio, desviacion estandar (DE) y mediana de IL-12 secretada por monocitos de
controles sanos, pacientes con LCL y pacientes con LCD, en estado basal y estimulados con

lipopolisacérido (LPS) lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania mexicana por 18 horas.

Al analizar de manera individual la secrecion de citocinas por monocitos de los

cinco pacientes con la forma severa de la enfermedad (LCD), se encontré que

los valores de IL-12 tendian a disminuir cuando aumenta la severidad clinica:

LCD-1: 2200 pg/ml
LCD-2: 3300 pg/ml

LCD-3:
LCD-4:
LCD-5:

640 pg/ml
400 pg/ml
125 pg/ml

Menor severidad clinica

Mayor severidad clinica

Es decir, la produccion de IL-12 es inversamente proporcional a la severidad

clinica de los pacientes con LCD que fueron estudiados.
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5.3. Interleucina 18 (IL-18)

En estado basal los monocitos de pacientes LCL y LCD no secretaron IL-18.
Los monocitos de pacientes con LCL incrementaron significativamente su
produccion de IL-18 cuando fueron estimulados con LPG. A diferencia de esto,

los monocitos de pacientes con LCD no respondieron al estimulo con LPG.
(Fig. 9)
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Diferencias estadisticamente significativas en la secrecién de IL-18: 1. Monocitos de pacientes LCL sin
estimulo vs estimulados con LPG (*LCL.pc > LCLgasaL); 2. Monocitos de sanos vs pacientes LCL, sin
estimulo (¢ SANOSgasa. > LCLgasal); 3. Monocitos de sanos vs pacientes LCD, sin estimulo (¢¢
SANOSgasaL > LCDgasal); 4. Monocitos de pacientes con LCL vs pacientes con LCD, estimulados con
LPG (¢4# LCL p > LCD\pg). Prueba U de Mann-Whitney (p<0.05).

IL-18 BASAL LPS LPG
MEDIA 65.5 572.0 104.4
SANOS DE 67.7 497.7 158.8
MEDIANA 30.0 300.0 30.0
MEDIA 30.0 250.0 205.2
LCL DE 0 171.1 296.8
MEDIANA 30.0 250.0 120.0
MEDIA 30.0 150.2 30.0

LCD DE 0 140.2 0
MEDIANA 30.0 120.0 30.0

Figura 9. Valores promedio, desviacion estandar (DE) y mediana de IL-18 secretada por monocitos de
controles sanos, pacientes con LCL y pacientes con LCD, en estado basal y estimulados con
lipopolisacérido (LPS) lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania mexicana por 18 horas.
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5.4. Interleucina 15 (IL-15)

Los monocitos de controles sanos, pacientes LCL y pacientes LCD no
secretaron IL-15 en estado basal, pero cuando los controles sanos y los
pacientes con LCL se estimularon con LPG éstos incrementaron su produccion
de manera significativa (p<0.05). El incremento fue significativamente mayor
(p<0.05) en los controles sanos que en los pacientes LCL; sin embargo los
monocitos de pacientes con LCD tampoco secretaron IL-15 al ser estimulados
con LPG. (Fig. 10). Resumiendo encontramos que el estimulo con LPG indujo
un mayor incremento en la produccién de IL-15 en sujetos sanos, siendo menor

en pacientes LCL y sin respuesta en pacientes LCD.
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Diferencias estadisticamente significativas en la secrecion de IL-15: 1. Monocitos de sanos sin estimulo vs
estimulados con LPG ( *SANOS|pc > SANOSgasaL); 2. Monocitos de pacientes LCL sin estimulo vs
estimulados con LPG ( **LCL.pc > LCLgasaL); 3. Monocitos de sanos vs pacientes LCL, estimulados con
LPG (¢SANOS|pc >LCLipg); 4. Monocitos de sanos vs pacientes LCD, estimulados con LPG
(#¢SANOSpc >LCDipg); 5, Monocitos de pacientes LCL vs LCD estimulados con LPG
(##4LCLLpc>LCDLpg). Prueba U de Mann-Whitney (p<0.05).

IL-15 BASAL LPS LPG
MEDIA 14.0 460.0 431.9
SANOS DE 0 472.2 235.4
MEDIANA 14.0 260.0 41.00
MEDIA 14.0 71.2 127.8
LCL DE 0 71.4 133.8
MEDIANA 14.0 52.0 85.0
MEDIA 14.0 677.4 14.0

LCD DE 0 475.3 0
MEDIANA 14.0 800.0 14.0

Figura 10. Valores promedio, desviacién estandar (DE) y mediana de IL-15 secretada por monocitos de
controles sanos, pacientes con LCL y pacientes con LCD, en estado basal y estimulados con
lipopolisacérido (LPS) lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania mexicana por 18 horas.
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5.5. Expresion de CD40

Los monocitos en estado de basal de todos los grupos expresan CD40, pero no

se detectaron diferencias significativas entre ellos. Asimismo, cuando se

estimularon con LPG, no se obtuvieron diferencias en la respuesta de esta

molécula coestimuladora entre los 3 grupos de individuos estudiados. (Fig.

11)
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No se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

PACIENTES LCD

CD40 BASAL LPS LPG
MEDIA 25.34 38.40 28.90

SANOS DE 31.9 29.9 33.35
MEDIANA 11.1 37.4 20.45

MEDIA 11.70 33.70 19.90

LCL DE 16.6 12.0 22.4
MEDIANA 4.9 33.0 14.65

MEDIA 21.98 24.17 18.18

LCD DE 17.0 21.07 17.27
MEDIANA 22.25 15.4 15.1

Figura 11. Valores promedio, desviacion estdndar (DE) y mediana de la expresién de la molécula CD40
en monocitos de controles sanos, pacientes LCL y pacientes LCD, en estado basal, estimulados con

lipopolisacarido (LPS) y estimulados con lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania mexicana por 18 horas.
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5.6. Expresion de B7-1 (CD80)

Los monocitos en estado de basal de todos los grupos expresaron B7-1, sin

embargo, no se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre

ellos. Asimismo, cuando se estimularon con LPG, no se observaron diferencias

en la respuesta de esta molécula coestimuladora entre los 3 grupos de

individuos estudiados. (Fig. 12)
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No se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

PACIENTES LCD

B7-1 BASAL LPS LPG
MEDIA 10.8 18.7 13.5

SANOS DE 22.4 23.3 21.8
MEDIANA 1.3 3.4 8.5

MEDIA 35 24.7 7.1

LCL DE 3.7 16.6 8.0
MEDIANA 2.25 30.85 5.0

MEDIA 8.6 17.1 10.2

LCD DE 14.0 20.72 8.6
MEDIANA 2.05 17.05 7.95

Figura 12. Valores promedio, desviacién estandar (DE) y mediana de la expresion de la molécula B7-1 en
monocitos de controles sanos, pacientes LCL y pacientes LCD, en estado basal, estimulados con
lipopolisacéarido (LPS) y estimulados con lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania mexicana por 18 horas.
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5.7. Expresion de B7-2 (CD86)

En estado basal los monocitos de los controles sanos, pacientes LCL y pacientes LCD
expresaron B7-2; pero las células de los pacientes con LCL y LCD mostraron niveles
mas elevados de B7-2 que los controles sanos. Cuando se comparoé la expresion de
B7-2 en monocitos estimulados con LPG, se observé que la expresion en pacientes
LCD fue significativamente mayor (p<0.05) que los pacientes LCL y que los controles
sanos. A su vez, la expresibn de B7-2 por pacientes LCL también fue
significativamente mayor que los controles sanos. (Fig. 13) Es posible observar un
espectro de expresion de B7-2 en monocitos estimulados con LPG, cuando se
comparan las medianas de sus valores:

Pacientes LCD (79.95) > pacientes LCL (59.8) > sanos (26.05)
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Diferencias estadisticamente significativas en la expresion de B7-2: 1. Monocitos de sanos vs pacientes
con LCL, sin estimulo (¢LCLgasaL > SANOSgasaL); 2. Monocitos de sanos vs pacientes con LCD, sin
estimulo (¢¢ LCDgasaL > SANOSgasaL); 3. Monocitos de sanos vs pacientes con LCL, estimulados con
LPG (m LCL.pc > SANOS,pc); 4. Monocitos de sanos vs pacientes con LCD, estimulados con LPG (mm
LCDrpc > SANOS,pc); 5. Monocitos de pacientes con LCL vs pacientes con LCD, estimulados con LPG
(wmm LCDpc>LCLpg). Prueba U de Mann-Whitney (p<0.05).

B7-2 BASAL LPS LPG
MEDIA 40.3 38.6 35.2

SANOS DE 32.8 35.6 31.2
MEDIANA 24.4 22.7 26.05

MEDIA 69.7 93.7 58.5

LCL DE 19.0 7.2 13.3
MEDIANA 69.0 97.6 59.8

MEDIA 81.25 77.75 80.15

LCD DE 7.85 0.07 6.01
MEDIANA 81.95 77.75 79.95

Figura 13. Valores promedio, desviacion estandar (DE) y mediana de la expresion de la molécula B7-2 en
monocitos de controles sanos, pacientes LCL y pacientes LCD, en estado basal, estimulados con
lipopolisacarido (LPS) y estimulados con lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania mexicana por 18 horas.
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6. DISCUSION

6.1 Citocinas TNF-q, IL-12, IL-18 e IL-15

En los modelos murinos la produccion de TNF-a se ha asociado con la

resolucion de la enfermedad’®’®

, pero en humanos los reportes son
controversiales, ya que los pacientes con LCD tienen niveles séricos mas
elevados que los pacientes con LCL, sugiriendo que el dafio tisular puede
deberse a TNF-a.”°® Estos datos contradicen un reporte en el cual se describe
qgue en tejido de la mayoria de los pacientes LCL tienen mRNA de TNF-a
mientras que hay muy pocos pacientes LCD que presentan esta citocina en
tejido.®®

Nosotros encontramos que no existen diferencias en la producciéon de TNF-a
. por monocitos entre ambos grupos de pacientes. Sin embargo, cuando los
pacientes con leishmaniasis cutanea diseminada se analizaron de manera
individual se observé que los niveles de esta citocina disminuyen al aumentar la
severidad clinica Esta disminucion progresiva de la produccién de TNF-a
posiblemente lleva a una falta de activacion del macréfago, permitiendo la

sobrevida del parasito intracelular y su diseminacién incontrolada.

A pesar de que se ha demostrado ampliamente en modelos murinos que 1L-12
es muy importante para la resolucién de la enfermedad °**’, los promastigotes
de L. major pueden inhibir selectivamente in vitro e in vivo la produccion de IL-

12, tanto en ratones como en humanos.%® 101109

Esa inhibicibn es mas marcada en especies del Nuevo Mundo, como L.
amazonensis. Tanto L. mexicana como L. amazonensis que pueden producir
lesiones que no curan en ratones considerados como resistentes cuando se
infectan con L. major. Adicionalmente, los ratones infectados con L. mexicana

2 96.102-107 " oantrario a

como L. amazonensi no responden al tratamiento con IL-1
lo que ocurre en ratones susceptibles BALB/c infectados con L. major, que Si
responden a IL-12. Sorprendentemente, las células infectadas in vitro con L.
mexicana, si responden a la IL-12 produciendo IFN-y.'®® Estos reportes

sugieren diferencias entre cepas de Leishmania del Viejo y Nuevo Mundo y
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que, dependiendo de la cepa de raton, puede generar una deficiencia para

producir IL-12 mas que una incapacidad para responder a ésta.

Nuestros resultados muestran que los monocitos provenientes de sujetos
sanos cuando se estimulan con LPG de L. mexicana incrementan su
produccion de IL-12, lo que contrasta con los niveles bajos descritos para
monocitos de sujetos sanos infectados con L. major.'® Sin embargo, los
monocitos de pacientes con LCL estimulados con LPG de L. mexicana se
comportan de la misma manera que los monocitos de pacientes con LCL
estimulados con L. major, ya que ambos presentaron una inhibicion significativa
de IL-12.

Aunque los niveles de IL-12 secretados por monocitos estimulados con LPG
son similares entre pacientes LCD y LCL; al analizar los valores de manera
individual, encontramos que los niveles de IL-12 disminuyen conforme aumenta
la severidad clinica de los pacientes con LCD. Esto permite suponer que podria
haber un espectro de susceptibilidad de manera analoga a lo observado en

ratones infectados con especies de Leishmania del Nuevo Mundo.

Una de las citocinas que actua en combinacién con IL-12 es IL-18, ya que en
modelos murinos se ha demostrado que se requieren ambas citocinas para la
resolucion de la infeccion; sugiriéndose que IL-12 esta involucrada en la
curacion de animales resistentes y que IL-18 por si sola no es suficiente para
inducir una respuesta Thl. Interesantemente, ante la falta de IL-18, los ratones
resistentes son capaces de producir IL-12 tiempo después y curar. A diferencia
de esto, los ratones susceptibles requieren de IL-18 en combinacién con IL-12

para inducir una respuesta Th1 y curar.*¢%

Con relacion a estos reportes, nosotros encontramos un aumento significativo
en la produccion de IL-18 en pacientes con LCL, mayor incluso que en los
sujetos sanos, lo que nos permite sugerir que la IL-18 puede ser muy
importante en la resolucién de la forma benigna de la enfermedad a como

ocurre en los animales resistentes.
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A diferencia de los pacientes LCL, los pacientes con la forma severa de la
enfermedad o LCD no secretaron IL-18 cuando se estimularon con LPG.

Sin embargo, pese a que éstos pacientes no secretaron IL-18 algunos de ellos
(con menor severidad clinica) secretaron grandes cantidades de IL-12, la cual —
por si sola- parece no ser suficiente para la curacion. De esta manera, los
pacientes con LCD se estarian comportando de manera analoga a los ratones
susceptibles infectados con Leishmania mexicana que necesitan tanto IL-12
como IL-18 para curar.

En los Ultimos afios se ha reconocido la importancia de la IL-15 en la induccion
de una respuesta inmune Th1l contra patdgenos intracelulares, incluyendo a la

131-137

leishmaniasis. Se ha demostrado in Vitro que la IL-15 puede activar

macrofagos infectados con L. infantum de la misma manera que el IFN-y e
inducir la produccién de IL-12.2¢

Nuestros resultados muestran que los monocitos de pacientes con LCL
incrementan su produccién de IL-15 cuando se estimularon con LPG. A
diferencia de esto, pacientes con LCD presentan una ausencia de produccién
de IL-15 por sus monocitos. La falta de produccion de IL-15 en pacientes LCD
arroja una nueva luz sobre la importancia de esta citocina en el control de la

leishmaniasis.

6.2 Moléculas coestimuladoras CD40, B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86)

En la presentacion de antigenos para una respuesta tipo Thl es indispensable
la expresion de las moléculas del MHC clase Il y de las moléculas
coestimuladoras CD40, B7-1 y B7-2, en la superficie del macréfago y estas

moléculas deben unirse a ligandos presentes en la célula T.%*

La importancia de CD40 en una respuesta protectora a la infecciobn por
Leishmania se ha asociado con la produccién de IFN-y e IL-12. 2014 |5
susceptibilidad se ha relacionado con una deficiente producciéon de IL-12
dependiente de CD40. *****® pero también se ha propuesto que CD40 puede
modular tanto una respuesta Thl como una Th2, dependiendo de la via de

sefializacion. 4" 1%!
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Se ha reportado que individuos sanos expresan poco CD40 en estado basal
(4%), la cual no se altera cuando los monocitos son infectados con L. major. **°
Este antecedente concuerda con nuestros hallazgos, ya que encontramos que
el valor basal no se modificé cuando el monocito es estimulado con LPG.
Asimismo, tampoco encontramos un cambio en la expresion de CD40 en
pacientes LCL y LCD aun cuando fueron estimulados con LPG de L. mexicana.
El papel de esta molécula coestimuladora posiblemente sea secundario ya que
se ha reportando que al bloquear CD40 hay una dramatica reduccion de IL-12
en monocitos de individuos sanos;'*® pero en pacientes con leishmaniasis
cutdnea no se altera la produccion de IFN-y al bloquear esta molécula

coestimuladora.®?

A pesar de que se ha demostrado que las moléculas coestimuladoras B7-1
(CD80) y B7-2 (CD86) tienen un papel critico en la activacion de células CD4"
T in vivo e in vitro, persisten controversias sobre su importancia en la
resistencia o susceptibilidad a varias infecciones, incluyendo la leishmaniasis.

En la leishmaniasis murina se ha reportado, por un lado, que B7-1 y B7-2
tienen un papel especifico y diferencial en una respuesta Thl o Th2 %,
dependiendo de la susceptibilidad o resistencia genética del animal.****%* El
parasito puede inhibir la expresion de B7-1 en animales susceptibles y B7-2 en
resistentes.’***%° por otro lado, hay reportes que proponen que B7-2 es la
molécula coestimuladora dominante en la respuesta inmune, tanto en ratones
susceptibles como en resistentes infectados con Leishmania.’®® Estos autores
demuestran que en ratones susceptibles B7-2 favorece una respuesta Th2,
mientras que en animales resistentes esta molécula coestimuladora favorece
una respuesta Thl. Por el contrario, en monocitos humanos se habia reportado
que la infeccién con L. major o L. chagasi no alteran su expresién de B7-1 y
B7-2149186187 " serg que al bloquear la interaccion B7-CD28 en monocitos de
pacientes con LC, esto reduce su produccién de TNF-a y de IFN-y.>*? Estos
datos sugieren que aunque Leishmania parece no modular la expresion de
estas moléculas, pueden ser importantes en una respuesta protectora, sin
haberse definido todavia el papel especifico de cada una. En el presente

trabajo tampoco encontramos cambios significativos en la expresién de B7-1 en
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monocitos estimulados con LPG, tanto de sujetos sanos, como de pacientes
con LCLy LCD.

A diferencia de los datos reportados en la literatura, encontramos que B7-2 se
encuentra sobre-expresado en monocitos de pacientes con LCL y LCD, tanto
en estado basal como estimulados con LPG, con respecto a monocitos de
sujetos sanos. En los monocitos de pacientes con LCD, esta sobre-expresion
no se modifica, aun cuando se estimularon con LPG.

En pacientes con LCL, la sobre-expresion de B7-2 observada en el estado
basal tiende a reducirse cuando las células son estimuladas con LPG, lo cual
es similar a lo que observado en modelos murinos resistentes a la
leishmaniasis. Interesantemente esto no se observa en monocitos de pacientes
con LCD, los cuales no modifican su expresion aun con el estimulo con LPG.
Independientemente del mecanismo que regule la expresion de B7-2 en los
pacientes infectados con Leishmania mexicana, es muy claro que cuando los
monocitos son estimulados con LPG, su capacidad de expresar B7-2
incrementa de manera proporcional a la severidad del cuadro clinico. Los
pacientes con la forma severa de la enfermedad (LCD) expresan una cantidad
significativamente mayor que los pacientes con la forma benigna (LCL), y estos
a su vez expresan significativamente mas B7-2 que sujetos que nunca han
estado expuestos a Leishmania.

La falta de una adecuada produccién de TNF-q, IL-15 e IL-18 en los monocitos
de pacientes con LCD, expuestos a un antigeno de Leishmania mexicana,
posiblemente sea uno de los factores responsables de la progresion de la
enfermedad en estos pacientes. Aun queda por establecerse, si la falta de
respuesta de las células es la causa o la consecuencia de la infeccion masiva
con la cual cursan estos pacientes. Es tentador especular que la sobre-
expresion de B7-2 en los monocitos de pacientes con LCD se asocia con la
baja produccién de citocinas activadoras de macréfagos y células NK, y que
esto sea otro factor que puede originar o contribuir a la progresion de la
enfermedad en pacientes con LCD.

En resumen, este es el primer trabajo en la literatura en el que se propone que
la falta de citocinas de la respuesta inmune innata y la expresion de moléculas
coestimuladoras puede estar asociada con la severidad clinica de pacientes

infectados con Leishmania mexicana.
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7. CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que existen diferencias en la secrecion de citocinas de
la respuesta inmune innata entre pacientes con leishmaniasis cutanea

localizada y diseminada:

1. En pacientes LCL el patron de citocinas secretadas por monocitos
estimulados por LPG se caracterizé por: un incremento en la produccion
de TNF-qa, IL-18 e IL-15 ademas de una inhibicion de la produccion de
IL-12.

2. En pacientes LCD el patrén se citocinas secretadas por monocitos
estimulados con LPG se caracteriz6 por: la falta de produccion de IL-18
e IL-15 y por la disminucién de los niveles de TNF-a e IL-12 al aumentar

la severidad clinica de la enfermedad.

Los resultados también sugieren que existen diferencias en la expresion de
moléculas coestimuladoras entre los pacientes con leishmaniasis cutdnea
localizada y diseminada:

3. La expresion de la molécula coestimuladora B7-2 puede estar
asociada con la severidad del padecimiento, ya que la expresion
en monocitos de pacientes con LCD es mayor que en pacientes
LCL y en ambos grupos de pacientes es mayor que en sujetos

sanos.

Este trabajo arroja datos importantes sobre posibles mecanismos

relacionados con la progresion de la enfermedad en pacientes con LCD.
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