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La leishmaniasis es un problema de salud piblica en México. En el desarrollo de

esta enfermedad, las células del sistema inmune jucgan un papel importante, pues de
acuerdo a las citocinas secretadas por los linfocitos T CD4 y CD8, se obtiene ia resolucién
o exacerbacién de la enfermedad.

El objetivo de este trabajo es comparar las subpoblaciones de linfocitos CD4 y CD$
en bazo de ratones infectados con 2 cepas de Leishmania mexicana aisladas de pacientes
con leishmaniasis cutdnea localizada ( LCL ) y difusa ( LCD ). Por tal motivo, se
inocularon raicncs BABL/c, intraplantarmente con Ix 10° promastigotes de LCL y LCD.
Semanalmente se realizd la medicion del cojinete plantar y se registraron las curvas de
infeccion. A partir del primer dia y a las 5, 10 y 15 semanas postinfeccic’m se extrajo el
bazo, una parte se fijo en Zamboni para analisis histopatolégico y la segunda se congelé
para realizar la inmunohistoquimica. En. €l andlisis histopatolégico no se observaron
cambios estructurales importantes o presencia del pardsito. Las curvas de infecciéf: fueron
similares hasta las 15 semanas. En Ia intaunohistoquimica se observé una disminucion
significativa (p> 0.05)} de CD4 al primer dia de infeccién tanto en LCL (5.57 + 0.39) como
en LCD (4.55 £ 0.38) con respecto al testigo (8.57 + 0.69). Por otro lado también St;
observé una diferencia en el nimero de células entre las cepas de-Leishmnania CD4 y CDS,
siendo menor en los ratones infectados con LCD, La diferencia fue notable en el niimero de
células del bazo, en donde LCD presentéd menor cantidad de células CD4 y CD8, sugiriendo

una diferencia importanie en la capacidad de ambas cepas para activar la respuesta inmune

de los ratones infectados.



' La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria causada por protozoarios del género

Leishmania, la cual entra al mamifero hospedero a través de la picadura de un mosquito
hembra de los géneros Phlebotomus (Viejo Mundo) v Lwzomyia (Nuevo Mundo)
(Velasco-Castrejon ef al., 1994).

A nivel mundial, las leishmaniasis estin presentes en localidades de 82 paises del
mundo (72 en paises subdesarrollados) y se estima-\ron‘ 12 millones de casos existentes para
1990 ademads de 600 mil casos nuevos anuales (WHO.1984). En México, més de! 90% de
los casos de leishmaniasis se han notificado en los estados de Tabasco, Quintana Roo,
Campeche, Oaxaca, Na.yarit y Chiapa y se ha reportado la transmisién en 20 entidades
federativas {O.Velasco, 1999, comunicacién personal).

En México se han reportado los cuatro tipos de leishmaniasis del nuevo mundo :
leishmaniasis cutinea localizada (LCL), cutinea difusa (LCD), mucocutinea (LMC) y
visceral (LV) o Kala-azar. También se ha comprobado la presencia de varios vectores
representados por distintas especies del genero Lutzomyia y algunos de los reservorios
naturales incluyendo roedores silvestres y animales domésticos como el perro. La
transmi;ién de las leishmaniasis estd asociada a fendmenos ecologicos y demograficos
como nuevos asentamientos humanos en Areas enzodticas, desarrollo de proyectos
agricolas, construccidn de sistemas de imigacién y migraciones temporales hacia Areas

selvéticas (Velasco-Castrejon et af., 1991),
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Figura 1. Distribucién geografica de tas formas clinicas de leishmaniasis

Esta zoonosis es de distribucién cosmopolita con excepcién de Australia. En
América, las leishmaniasis se distribuyen desde el sur de los Estados Unidos hasta el norte
de Argentina. En México, al menos 17 entidades han sido reportadas, desde el norte
Coahuila, Nuevo Le6n y Tamaulipas en el norte, hasta el sureste en la peninsula de
Yucatin y Chiapas. En Ja zona del Golfo involucra a los estados de Tamaulipas, Veracruz,
Tabasco, Campeche, Quintana Roo y en la zona del pacifico a Chiapas, Qaxaca, Guetrero,
Michoacén, Jalisco, Nayarit y Sinaloa. Asimismo, afecta estados como San Luis Potosi,

Morelos y Puebla (Figura 1) (Velasco-Castrejon et al., 1994),



La transmisién de la leishmaniasis es realizada por las hembras de especies

hematofagas de dipteros de la familia Psychodidae, subfamilia Phlebotc.minac. Por esta
razén resulta importante comprender la dindmica de la transmision, [a distribucién de los
tipos de leishmaniasis y las Areas de riesgo; Asl mismo el disefio de posibles métodos de
control que requiere necesariamente revisar - diversos aspectos entomoldgicos
{Valdespino-Goémez et al.._ 19%94).

Los representantes de Phlebotominae tienen amplia distribucién en el mundo,
actualmente se reconocen 11 géneros que comprenden alrededor de 600 especies. El généro
Lutzomyia es el que esta mejor representado y distribuido en América, existen por lq menos
. 200 especies, la mayoria de éstas se encuentran en las selvas 'tropicaleé perennes y
caducifolias, coﬁ algunos representantes en las zonas desérticas y en los bosques mixtos de

encino coniferas (Valdespino-Gdémez ef al., 1994).

Figura 2. Phiebotomus spp.



El flebotomo es un insecto diptero de 2 a 3.5 mm de largo, de color pardo
amarillento y recubierto de cerdas y escamas (Figura 2). La hembra ilega a vivir 3 semanas
y cada puesta consta de 50 a 100 huevos. La ovoposicién y el desarrollo de las larvas se
realiza preferentemente en suelos ricos en humus. Después de que se produce la eclosién
del huevo y segun las condiciones climatolégicas, transcurriran entre 35 y 60 dias, pasando
por cuatro estadios larvarios hasta la aparicién de los insectos adultos en humedad y

material nitrogenado (Esquerdo, 1993).

En las regiones urbanas son los animales domésticos los que actian como

‘ reservorios, mientras que en las zonas rurales y forestales los roedores salvajes, los
tlacoaches y perros son los que constituyen los principales reservorios de los parésitos
(Esquerdo, 1993). En particular, en los estados del sureste el método indigena de
aprovechamiento de la tierra para actividades de agricultura (cortarquemar) favorece el
contacto del ser humano con los roedores silvestres (reservorios) y con los vectores
antropofilicos. Las quemas se realizan durante los meses de noviembre a marzo, cuando la
vegetacion alta, la temperatura y la humedad favorecen el desplazamiento de roedores
infectados, ademaés el hombre se adentra para cosechar, extraer madera, chicle y/o cazar y
de esta manera se lleva a cabo el ciclo de transmision selvitica. Pér todo {o anterior se
puede concluir que la LC es una zoonosis de transmisién selvatica en la cual el hombre es

un huésped accidental,



3.4.1 Morfologia.

Leishmania durante su ciclo de vida, cambia de una fase mévil: el promastigote que
habita el lumen del intestino del transmisor ¢l cual es inoculado por picadura al huesped
transformindose en una inmévil intracelular, el amastigote, que vive exclusivamente en las
células del sistema fagocitico mononuclear (Monroy, 1986).

El amastigote tiene una forma redondeada u oval de 2-5 um de didmetro, con un
nicleo excéntrico , un kinetoplasto, un blefaroplasto (cuerpo basal) de donde nace un
rizoplasto que se convierte en flagelo del promastigote. Esta etapa solo se observa en el
sistema fagolisosomal de macréfagos mamiferos parasitados y algunas veces en los medios

" de cultivo (Bates, 1994).

Niclee —

\\

Kinetoplasto

Figura 3, Amastigote de Leishkmania spp.

El promastigote de forma fusiforme tiene aproximadamente 12 - 20 pm de largo
que consta de un micleo situado aproximadamente en la parte central del pardsito y un

flagelo anteronuclear que nace de un cuerpo basal situado por delante del cinetoplasto y



sale del cuerpo por el polo anterior y carece de membrana ondulante (Bates, 1994). Ambas

fases amastigote y promastigote se reproducen por fisidn binaria.

[ Kinetoplasto

/

Flagelo

[ Nicleo

Figura 4. Promastigote de Leishmania spp

3.4.2 Taxonomia.

El reconocimiento del. género Leishmam':a fu.e basado originalmente en criterios de
distribucién geografica, enfermedad producida en el hombre, epidemiologia, variedad
biolégica y geogrdfica. En la actualidad no es aceptada una clasificacion universal, sin
embargo muchos trabajos se basan en las formas causantes de la enfermedad en el hombre.
En 1984 se propuso que ¢l género deberia subdividirse en 2 subgéneros Leishmania y
Sauroleishmania. En 1990, la OMS modificé la clasificacién taxonémica, de acuerdo a la
localizacion del parésito en el tubo digestivo del vector, dividiendo al género Leishmania
en dos subgéneros: Leishmania y Viannia (Figura 5). El primero se desarrolia en la parie
anterior al piloro (desarrolle suprapilérico), en el punto de unidn del intestino medio y

posterior.



REINO: Protista

PHYLUM: Sarcomastigophora
SUBPHYLUM: Mastigophora
CLASE: Zoomastigophora
ORDEN: Kinetoplastida
SUBORDEN: Trypanosomatida

GENEROS
— Critfridf’a
Leptomonas
Herpetomonas
Blastocrithidia

FAMILIA

Trvpanosomatidae ~——

Leishmania

Sauroleishmani

Irvpanosoma

Phytomonas

—  Lndotryparmm

) Figura 5. Taxonomia del género Leishmania OMS 1991

SUBGENEROS

—Leishmania

Viarnia

COMPLEJOS

.. donovani

ESPECIES

L. tropica {

L. major

L. mexicana —

No patdgenas
para
el hombre |

—

No asignado
L. Iairsoni

L. donovani
L. chagasi
L. infantum
L. archibaldi

L. tropica
L. kitlicki

—[ L. major
L. aethiopica -|

L. aethiopica

L. mexicana

L. amazonensis
L.garhami

L. pifanoj

L. venezuelensis

Vigjo Mundo
L. arabica
L.gerbilli

Nuevo Mundo
L. aristidesi
L.enrietti
L.deanei
L.hertigi

. braciliensis
L. braziliensis L. peruviana

L. guyanensis

L. gtyahensis
L. panamensis



Viannia por su parte lo hace tanto en el intestino medio como en el posterior (Velasco-
Castrejon er ol , 1994),

Los métodos inmunoldgicos como el uso de anticuerpos monocionales y el uso de
zimodemos {Rivas 2000, comunicacion per‘sonal) ademas de la biologia molecular, han
sido aplicados recientemente para el estudio del género /.eishmania con el objeto de revelar
caracteristicas intrinsecas de! parasito que no son modificadas por el hospedero o factores
ambientales. Algunos de estos métodos han demostrado tales c;aracteristicas, los cuales

pueden ser usados para distinguir especies o subespecies(WHOQ. 1984),

3.4.3 Ciclo de vida.

El promastigote parasita el intestino de su hospedero primario, ¢l mosquito hembra,
Dentro del mosquito el promastigote evoluciona a un estadio infectivo que esta presente en
la proboscis del mosquito. La liberacién de los promastigotes metaciclicos ocurre cuando el
mosquito succiona sangre de un vertebrado.

La sobrevivencia del parasito dentro del-hospedero vertebrado depende en gran
medida de una entrada exitosa al macrofago y su posterior transformacion hacia la forma
de amastigote (Figura 6). Los amastigotes viven en el fagolisosoma del macrofago vy la
infeccion es amplificada por la fagocitosis de nuevas células monociticas de amastigotes
liberados por macréfagos lisados. El ciclo es completado cuando el mosquito se alimenta
de un tejido infectado e ingiere amastigotes los cuales posteriormente se transforman en

promastigotes (Russell y Talamas , 1989).
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Figura 6, Ciclo de vida de Leishmaria spp.

Las formas clinicas causadas por L. mexicana mexicana son la leishmaniasis

cutdnea localizada (LCL) <; lilcera de los chicleros, la leishmaniasis cutanea difusa (LCD) o
leishmaniasis leproide y la leishmaniasis mucocutanea (LMC) o-espundia.

Leishmaniasis cutinea localizada (LCL) o ilcera de los chicleros. En este caso la
lesién cutdnea comienza en el sitio de entrada del pardsito formandose una pequefia papula
que se desarrolla a un nddulo ulceroso en el centro (Figura 7). La ulceracién_ es

generalmente redondeada de bordes indurados, fondo limpio ¢ indolora, algunas veces la
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lesion se mantiene nodular o se transforma en una placa infiltrada o atréfica e inclusive se
vuelve vegetante. Las lesiones pueden temer aspecto de papulas, nédulos, diceras,
tubérculos o placas infiltradas (Barral ef al, 1995). A veces puede curar espontaneamente
en un periodo que va desde los 6 meses a dos afios (Velasco ef of., 1970). Muchos
pacientes con LCL tienen lesiones simples en partes expuestas de sus cuerpos y responden
generalmente a drogas (antimoniales pentavalentes). Puede ocasionar cicatrices
deformantes pere no hay otra secuela inmediata. En la leishmaniasis mucocutinea algunos
grupos de pacientes (<3% ) desarrolian lesiones destructivas en las cavidades orales, meses

0 afios después de la resolucion de lesiones primarias en la piel (Carvatho ef al, 1985).

Figura 7. Leishmaniasis cutanea localizada

Leishmaniasis cutinea diseminada (LCD) o leishmaniasis leproide. Esta
caracterizada por la presencia de nodulos progresivos no ulcerados de donde la Leishmania
se disemina por via linfitica; a partir de estos sitios los parasitos se diseminan por el
liquido tisular por la linfa o por la sangre llegando a colonizar practicamente todo el
tegumento (con excepcidn del cuero cabeliudo), la region axilar, inguinal, genitales
externos y las plantas de los pies (Figura 8). En México los pacientes presentan lesiones
frecuentes en la mucosa orofaringea y nasal (Velasco-Castrejon ef of., 1994). En estos

pacientes se observa una marcada tendencia a recidivas después de una terapia adecuada,

11



En todos fos casos, los parasitos del subgénero Leishmania han sido implicados como el
agente causal. La LCD estd acompaiiada por una depresién inmune especifica a los

antigenos del pardsito en presencia de abundante Leishmaniu (Preston ¢f ul., 1978),

Figura 8. Leishmaniasis cutanea diseminada.

Leishmaniasis mococutinea (LMC) o espundia. Es caracterizada por [esiones
mutilantes en las cavidades nasofaringeas y orales que pueden entorpecer la fonacion y la
deglucion € incluso causan inanicion debido al intenso dolor (Velasco, 1990},

Leishmaniasis visceral (L.V) o Kala - azar, Afecta visceras y puede ser mortal, los
signos y sintomas mas frecuentes son fiebre, malestar general, anorexia, pérdida de peso
que puede progresar hasta la caquexia, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia,
pancitopenia, inmunosupresion, hipergammaglobulinemia (Smelt et a/., 2000)y palidez de

mucosas. Hay oscurecimiento de la piel , particularmente de cara abdomen, pies y manos.
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3.6.1 Respuesta inmune

Las células del sistema inmune juegan un papel importante durante la infeccién con
Leishmania pues las citocinas secretadas por estas células determinan la resolucion o
exacerbacién de la enfermedad,

Algunas de las células involucradas son los linfocitos T, que se diferencian de
acuerdo a los marcadores moleculares que presentan en la superficie, dentro de los cuales
encontramos las poblaciones CD4 y CDS8; a su vez existen subpoblaciones de CD4, las Th!
y Th2. Posterior a la infeccién por Leishmania, varios factores han sido implicados par:{
conducir a un linfocito T CD4 a diferenciarse en Thl o Th2 como lo son el tipo de células
presentadoras de antigeno, los niveles de citocinas enddgenas, naturaleza del antigeno
reconocido (Castés ef af, 1998), dosis del mismo, ruta de liberacién, moléculas
coestimuladoras e intensidad de las sefiales entregadas a través del receptor antigénico de
células T (TCR) (Locksley et al., 1999).

La subpoblacion Thl produce citocinas del tipo de interferon gama (IFN-
Y ), interleucina 12 (IL-12), factor de necrosis tumoral (TNF), factores de transcripcion
tales como el factor regulador de interferon (IRF-1) (Bogdan et. @l., 1998) y linfotoxina T
(LT) (Launois er. al., 1998). Estas citocinas tienen delineado un camino por el cual las
células T- CD4 se diferencian en células efectoras Thl, confiriendo al huésped resistencia
a la enfermedad (Pingel et af., 1999).-

La citocina IFN-y es conocida como inductor de sintesis de oxido nitrico que deja

radicales toxicos en el pardsito; ademas al principio de la infeccién, antes de la induccion

13



de una respuesta especifica de células T, juega un papel importante en la activacién de
macrofagos (Milon er al, 1995).

El papel protector de la IL-12 obedece a su capacidad de activar células NK y
producir [FN-y (Satoskar er al, 1999; Coffman ef al., 1999) desarrollando una fespuesta
protectora de células tipo Thl y/q aumento de los macréfagos a un estado leishmanicida
(von Stebut er al, 1998). Este fenomeno puede teﬁer un impacto importante en el uso de
IL-12 como adyuvante de vacuna en individuos que padecen una infeccidn en la cual
domina una respuesta tipo Th2 (Schopf ef al., 1999). La IL-12 también es producida por
células del linaje hematopoyético {fagocitos mononucleares, células dendriticas, neutréfilos
y células B) y del linaje no hematopoyético como queratinocitos { Milon et al, 1995).

El TNF-o. en cantidades insuficientes esta asociada con progresion de la
enfermedad y posteriormente la muerte (Goldfeld y Tsai. 1996).

La subpoblacién Th2 produce IL4, 1L-5, IL-10 e IL-13 y factores desactivadores de
macrofagos (factor transformador de crecimiento §8, prostaglandina E;) (Bogdan et al
1998}. Las infecciones incurables causadas por Leishmania estan comunmente asociadas
con estas citocinas. Estas citocinas producidas en cantidades elevadas secretadas por
.cclulas Th2, bloquean la produccién de TNF-o efectuada por los macréfagos (Abbas er
al., 1955).

Una de las citocinas mas importantes es la IL-4 que puede interrumpir 1a produccion
de IFN-y (Heinzel y Rerko. 1999). Su produccién durante tn corto periodo de tiempo
(menos de 48 horas después de la infeccion) basta para causar un desarrolio irreversible de

células Th2 (Himmelrich er al., 1998).

v
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Por otro lado, las células T-CD8 asociada con MHC I, tienen como funcién
controlar el desarrollo de lesiones secundarias y/o reinfecciones. En tejidos linfoides de
ratones que tienen que resolver una infeccion primaria in vitro en L. major, estas células
pueden expanderse después de una reestimulacion. El efecto benéfico de células CDS en
las lesiones es parecida a la producida por el IFN-Y , un éfccto benéfico citotoxico directo

en macrofagos parasitados (Milon er al., 1995).

3.6.2 Interaccién con el macréfago y células de Langerhans.

La leishmaniasis cutdnea es iniciada cuando una pequeiia cantidad de promasti gotes
son inoculados en la dermis del hospedero. En el interior, la fase de promastigote penetra al
macréfago donde realizard su transformacion hacia amastigote, una vez que ha llegado a
esta etapa, se divide por fisién binaria consecutiva dentro del fagolisosoma del macrofago.
(Love et al., 1998).

Estos macréfagos no sélo sirven como células hospederas para Leishmania, sino
tambi¢n como células presentadoras de antigeno que modulan la respuesta inmune celular
especifica y después de una activacién apropiada funcionan como células efectoras para
matar intracelularmente a los parasitos (Ritter ef al., 1996). Sin embargo, se ha puesto en
duda la eficiencia de los macréfagos como células presentadoras de antigeno, pues se ha
comprobado que expresan pequefias cantidades de MHC 11 y posiblemente moléculas
estimuladoras (Wolfram er a/., 1996) y ademas su actividad endocitica va mas encaminada
hacia la busqueda y destruccién de antigenos que a la presentacion de &stos {Puré er af.,

1990).



Los principales mecanismos de defensa con los que cuenta el macrofago son el
estallido respiratorio proceso por el cual se generan radicales libres de O, y sintesis de
oxido nitrico({ON). El ON tiene funciones protectoras incluida la destruccién de tumores,
parésitos, hongos, bactertas y virus (Stanger er a/., 1994). En leishmniasis in vitro el ON
inhibe ta conversion de amastigote hacia promastigote (Murria, 1982). Estos mecanismos
pueden ser activados mediante la secrecién de citocinas con efecto microbicida: [FN-y,
TNF-a. El IFN-y junto con ¢l TNF-a inducen la sintesis de oxido nitrico {(Barral, 1995).

Existen otras citocinas que juegan un papel importante en la inmunofisiologia de la
leishmaniasis; como por ejemplo la IL-12 . En tejidos infectados los macréfagos no liberan
IL-12 en respuesta a un estimulo y tampoco parece que los macrofagos sean la fuente
primaria de IL-12 en tejidos lesionados, Estos datos han indicado que los macréfagos son la
tltima respuesta a la destruccion de organismos (von Stebut er al., 1998).

Al igual que los macréfagos, los pardsitos también cuentan con mecanismos
desconocidos hasta el momento, para evadir la actividad microbicida dentro del
fagolisosoma, una posibilidad es que fa infeccion de los macréfagos por parésitos
resistentes inhibe su capacidad para activarse o que apagan la actividad de macrofagos
previamente activados (Scott ef /., 1983).

El estado de desarrollo de Leishmania parece ser otra de las formas de evasion a los
mecanismos de erradicacion del parasito. Se ha observado que los promastigotes son inés
susceptibles al peroxido de hidroégeno, mientras que los amastigotes son cuatro veces mas
resistentes y contienen més catalasa y glutation peroxidasa que los primeros (Isaza et af.,
1996). Esta marcada diferencia consiste en ¢l temprano desarrollo de la mitocondria en

amasligotes en comparacion con los promastigotes (Lemesre ef af.. 1997).



Extracelularmente, los promastigotes no infectivos de  Leishmania son sensibles a
la fijacion y lisis del complemento, para tal efecto el parasito despliega diversas acciones
para evadir los efectos antileishmania: 1) Leishmania activa complemento via clasica y
alterna, 2) La proteina gp63 de Leishmania acelera la conversion de Csb a Csbi {Csb
inactivo) molécula que funciona como opsonina para los macrofagos {Bogdan ¥y
RollinghofT, 1998). 3) La lisis de promastigotes por el complejo C5-9 de ataque a la
membrana, es inhibido por moléculas de superficie de Leishmania como sonlagp63yla
lipofosfoglicana (LPG) (Mosser y Brittingham, 1997).

Existen dos receptores de complemento, CR1 y CR3 que median la adhesion de
macr6fagos a moléculas de Leishmania CR3 es el receptor predominante involucrado en el
enlace de ambos estados de promastigote in vitro, la fase logaritmica (no infectiva) y la
fase estacionaria (infectiva) (Russell y Talamas,1989).

La piel es el primer lugar de contacto cuando sobreviene una infeccion por
Leishmania y en ella ocurren importantes procesos inmunolégicos ya sea humorales o
celulares para tratar de contrarrestar la enfermedad. Durante este proceso intervienen
diferentes células tales como linfocitos T, queratinocitos, mastocitos, células de
Langerhans y células endoteliales entre otras.

Los macréfagos y células de Langerhans (CL) situados en la piel de los mamiferos,
han sido identificadas como poblaciones celulares importantes, que son invadidas en el
curso de la enfenmedad y son consideradas como un lugar privilegiado para los pardasitos.
Estos grupos celulares contribuyen a la induccion y expresion de céhilas mediadoras de

inmunidad durante 1a leishmaniasis cutinea.
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Las CL son células dendriticas inmaduras localizadas proximas al sitio de
inoculacién de la infeccion e implica que en la epidermis se encuentran en un estado
funcional inactivo {von Stebut ef af,, 1998; Streinlein y Grammel, 1989). La funcién de las
CL involucra dos componentes desarrollados en secuencia, una presentacion en la cual los
antigenos son tomados de los tejidos como la piel y una actividad de sensibilizacién en la
cual las CL adquieren capacidad para inducir una respuesta en los linfocitos T (Romani ef
al, 1989; von Stebut ef al, 1998). A pesar de endocitar amastigc_:tcs de un tamafio
variable de entre 2-5 pm , las CL presentan una baja actividad endocitica en comparacion
con el nivel exhibido por los macréfagos (Puré et al., 1990; Blank er al., 1993) siendo su
papel preferencialmente célula presentadora de antigeno (CPA).

En leishmaniasis cutdnea las CL inigran de la epidermis hacia el sitio de infeccion
. localizada en la dermis, en donde reciben sefiales que estimulan Ia maduracion. Estas CL
expresan su actividad después de la migracion hacia el bazo y nédulos linfiticos (von Stebu
et al, 1998; Blank et a! .,1993; Romani e al, 1989, Streilein y Grammel, 1989).
Participan en la generaciéon del proceso inflamatorio expresando moléculas tipo 11 det

MHC, observadas solo en LCL (Barral ef al., 1995) y moléculas de adhesién. Actiian como

estimuladores de linfocitos T, promoviendo una respuesta tipo Thl (Castés ef af., 1998).

La acumulacién temprana de células fagociticas mononucleares (o hiperplasia) en
los tejidos invadidos es una caracteristica comiin en todas las variaciones clinicas y
geograficas de la leishmaniasis. Las especies dermatdpicas inducen un histiasoma“injcial en
la piel. Los cambios patologicos que caracterizan a varias de las formas clinicas refleja el
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balance entre la multiplicacion del parasito, que resulta en un cambio degenerativo y la
respuesta inmune del paciente (WHO, 1984),

Los cambios histolégicos que ocurren en la leishmaniasis cutdnea son denominados
por la evidencia de la hipersensibilidad retardada a los antigenos de parasitos (WHO,
1984). |

" Enla LC la respuesta histolégica puede ser reconocida por la respuesta inmune
celular y por la respuesta del tejido.

- Respuesta inmune celular. En formas tempranas o en pacientes con bajos miveles de
anticuerpos existe un gran nimero de macréfagos,l algunos vacuolados llevando gran
cantidad de pardsitos. El infiltrado de tinfocitos y células plasmaticas incrementa
progresivamente como simultaneamente lo hace la lesién involucrada.

La eliminacion de parasitos es seguido usualmente por la destruccion de macrofago
del hospedero. Esto ocurre en grupos situados en la dermis, con la iibefacién de
amastigotes o en macrofagos de [4 zona subepidermica, se causa la licuefaccion de la capa
basal y ulceracién. Los leucocitos polimorfonucleares estin presentes en la zona necrética
y los linfocitos son numerosos en la periferia. La resolucidn ocurre por el reemplazo de
los centros necroticos por células gigantes de Langerhans y algunas células epiteloides.
Estudios citoquimicos sugieren que los complejos inmunes juegan un papel esencial enla
necrosis, Las lesiones que no Hegan a la necrosis se convierten en cronicas y desarrollan
una histologia tuberculoide con solo algunos parasitos. Durante la infeccion con
Leishmania mexicuna el proceso necrotico puede ser muy severo, llegando a destruir el

cartilago de la oreja (WHO, 1984).



La histopatologia en pacientes ha sido descrita como una reaccién exudativa celular
que coincide con un tiempo de evolucién de menos de 2 meses, sugiriendo que ésta es la
primera reaccién del hospedero a la presencia de el pardsito en el tejido (Isaza et al., 199iﬁ).
Las lesiones del pénero Leishmania son caracterizadas por un inflyjo temprano de
neutréfilos, eosindfilos y monocitos. En formas de autolimitacién de la infeccidn, las
lesiones maduran lentamente a granulomas consistentes dc células infectadas rodeadas por
macréfagos con linfocitos y migracion de neutréfilos {Badolato er ol, 1996). En la
mayoria de las lesiones estudiadas se encuentran todos ltos fenotipos de célutas T, a través
del infiltrado inflamatorio. Las células T, CD8 son confinadas a la zona del manto
rodeando al granuloma. Esta organizacién de linfocitos T ha sido reportado para
granulomas de tuberculosis leproide (Pirmez er al.,, 1990). También hay predominio de un
tipo de infiltrado caracterizado por abundantes células mononucleares y la formacion de

granulomas ha sido asociada con feucocitos polimorfonucleares,

Dos de las formas clinicas de la leishmaniasis: LCL y LCD, son preducidas I'mr la

misma especie: Leishmania mexicana mexicana {Figura 9). Varios autores han propuesto la
posibilidad de que una cepa produzca varias formas clinicas debido, quizds, a pequefias
variaciones genéticas dentro de la misma cepa. Becker et al (1996), realizaron estudios en
pacientes con LCL y LCD, utilizando 1a reaccidn en cadena de polimerasa empleando
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) y enzimas de restriccion, con fo cual
detectaron pequefias variaciones genéticas del pardsito.
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En modelos experimentales, se han presentado evidencias considerables que

sugieren que la infeccion con Leishmania es influenciada por factores geneticos del

hospedero que puede afectar no solo la susceptibilidad a la infeccién, sino la capacidad de

montar uzna respuesta inmune contra el pardasito (Castés ef al., 1983).

Ademds, un nimero substancial de estudios dejan demostrado claramente que

muchas patologias autoinmunes, alergias, infecciones y en otras enfermedades estan

correlacionadas con el desarrolio de distintas subpobtaciones de células T-CD4 (Coffman

etal, 1999).
CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA LC EN MEXICO
CARACTERISTICA LCL LCD
Lesién Unica o multiple Todo el cuerpo
Tipo da lesidn Ulcera, Nodulo Nédulos
Placa
infiltrada Placa infiltrada
Placa atréfica Placa atrofica
Vegetante
Acneiforme
\Via de diseminacion R Tisular
Linfatica
Hematica
Tratamiento Cura con tratamiento y a  |Refractario

veces espontaneamente

Figura 9. Caracteristicas clinicas de la leishmaniasis cutinea en México (LCLyLCD)

La generacion de anticuerpos monoclonales y de técnicas mas recientes

para el

aislamiento de clonas celulares v sus mediadores qdimicos (Carrada, 1993) han podido
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diferenciar varias subpoblaciones ~de células T CD8 y CD4, siendo esta ltima la que
paraddjicamente contribuye a la resistencia y susceptibilidad de Leishmania {Launois et al.,
1997).
‘Ritter et al., 1996, por anilisis inmunohistoquimico'en lesiones de pacientes con
LCL y LCD infectados con 1. mexicana mexicana detectaron que para lesiones de LCL, la
poblacién predominante fueron los macréfagos (52%) y células CD3 (21 %) con un
predominio de CD4. En comparacién con LCL, la distribucién y composicion de leucocitos
en lesiones de LCD, son los macréfagos la principal poblacion (70 %) los linfocitos T
fueron menos abundantes (12%). La reducida proporcion de células T en LCD puede ser
atribuida a una disminucion en el namero de células CD4, y una proporcién inversa de
CD4/CD8 comparado con lesiones de LCL. En suma, la diferencia en el porcentaje de
célutas CD8 en LCL y LCD es importante (Figura 10).
Estudios realizados por Castés y Tapia (1998) en sangre periférica y lesiones de piel
" demuestran que las lesiones poseen componentes asociados con un proceso -inﬂamatorio
activo: numerosas células de Langerhans (CL), queratinocitos, acumulacion selectiva de
tinfocitos T (Tapia ef al., 1994). Los granulémas son caracterizados por una proporcién
normal de CD4/CD8. En cuanto a lesiones de pacientes LCD, existen pocas CL y una
produccién defectuosa de monocinas El granuloma estd constituido por cétulas del tipo
Th2 con muchos macréfagos cargados de parasito, se caracterizan por una baja proporcion
de células CD4/CD8. En general, las proporciones de células CD4/CD8 son las mismas en

lesiones que en sangre periférica (Tapia er al., 1994).
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CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DE LALC

CARACTERISTICA LCL LCD
Reaccién de Montenagro [Positiva Negativa
Titulo de AC { IF{ ) Bajo (x= 1:8) Alto { x= 1:64 )
No. de parésiyos en
lesion Escasos Numerosos

. [Histologia
Epidermis Gruesa Corta y aplanada
Macrdfagos 52% 72%
Células T 21% CD4>CD8 12% CD4<CD8
Neutrdfitos ++ +
Células B ++ +

'y

Célutas de Langerhans  {Epidermis = Dermis Epidermis > Dermis

Figura 10. Caracteristicas inmunolégicas e histologicas de pacientes con LCL y LCD.
(* Velasco- Castrejon/, 1990; **Ritter er al 1996 )

En 1990 Pirmez et al., encontré en lesiones de pacientes con LCL producida por I
braziliensi existe un predominio de CD4 sobre CD8: Estas células CD8 estan confinadas a
la zona del manto rodeando el granuloma. Esta organizacién de células T ha sido reportado
para granulomas leprosos tuberculoides.

En cambio, [saza et al., 1996 encontraron que en lesiones con LCL causadas por L.
panamensis un predominio de células CD8 sobre CD4. La predominancia de células
observadas correspondié a macrofagos (50%) seguido de tinfocitos (45.8 %).

Soong ef af, 1997, observaron en estudios histolagicos de lesiones de ratones

infectados con L. amazonensis, un infiltrado perivascular de 2 a 4 semanas post-infeccion
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y entre las 8 y 12 semanas se encontrd una extensa coleccion de macrofagos vacuolados v
areas focales de infiltracion celular con una mezcla de linfocitos, células plasmaticas y
leucocitos polimorfonucleares. En el estudio inmunohistoquimico se encontré que a las 9
semanas post-infeccidn, las células CD4 se presentaron en mayor proporcion que las CD8.
Para las 20 semanas es escaso el numero de CDS.

Al igual que en las otras dos formas clinicas, en LV existe un predominio de células
CD4 sobre CD$ en humanos (Wilson et al., 1996). Sin embargo, ofros resultados indican
que ia proporcion de CD4 es mucho mas baja en bazo que en sangre periférica (Cenini ef
al., 1993).

En cuanto a la presencia de parasitos en los 6rganos afectados, Lira ef al., 1998,
realizaron un estudio comparativo en hamsters inoculados con varias cepas de L. tropica
(LCL), con los siguienties resultados: a las 4 semanas posteriores a la inoculacion se
haltaron parasitos en bazo e higado, entre las semanas 8 a 12 este nimero se incrementd y
posteriormente permanecio constante y en algunos cases decling significativamente, por lo
que a las 32 semanas solo se encontraron niveles bajos en la infeccion .

Hacieé:do un analisis inmunohistoquimico en 30 biopsias de piel de pacientes con
LCL, procesados con 2 anticuerpos monoclonales (Esterre er af., 1992) encontraron que las
células CD4 y CD8 fueron igualmente representados con una proporcion local de
CD4/CD8 de 1.05+0.7. contrastando con la observada en sangre periférica de 6 pacientes
con el mismo tipo de enfermedad. Los marcadores de superficie en células mononucleares

circulantes no fueron significativamente diferentes entre pacientes y controles sanos.
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Ejg!_w U_m,,jggqg_['gj: Comparar las subpoblaciones de linfocitos CD4 v CD8 en bazo de

ratones infectados con 2 cepas de Leishmania mexicana aisladas de pacientes con LCL y

LCD.

¢ Estandarizar la técnica de inmunohistoquimica para la deteccién de células CD4 y
CDS8 en ratones susceptibles BALB/c inoculados con L.mexicana.

¢ Comparar las curvas de infeccion de ratones BALB/c inoculados éon cepas de LCL
y LCD aislado de pacientes.

s Determinar y comparar el porcentaje de células CD4 y CDE en el bazo de ratones
BALB/c inoculados con L. mexicana aislada de pacientes con LCL y LCD en
diferentes tiempos.,

» Realizar un analisis histopatolégico en bazo de ratones inocnlzlados con LCL y LCD,
observar la existencié de cambios morfoldgicos importantes, asi como la presencia

del paréasito en diferentes tiempos de infeccion.
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it T R il oo ,’5&

S“Metodoloé

5.1 Ratones

Se trabajaron ratones hembras susceptibles BALB/c de 8 a 10 semanas de edad para
la inmunohistoquimica y de 8 a 20 semanas para los grupos contrel en las curvas de
infeceién, Los cuales fueron pfoporcionados por el bioterio de la Unidad de Medicina

Experimental de 1a UNAM.

5.2 Obtencidén de parasitos e infeccidn de ratones.

Para este estudio se utilizaron parasitos de L mexicana de las cepas Esteban (LCL)
MHOM/MX/93/INDRE EC y Fermin (LCD) MHOM/MX/93/INDRE FD conservados en
medio RPMI 1640 (Gibson,USA) adicionado suero fetal de ternera (SFT) (HyClone, UTA,
USA} en una proporcién 9:1, crecidos hasta alcanzar la fase logaritmica infectiva de 8 dias
{Rivas, 1994). Del cultivo se tomaron 50 ul para contar en camara de Neubauer para poder
determinar la cantidad necesaria de cada cepa para inocular a cada ratén con Ix 10°
promastigotes obteniéndose con 8 ml. del cultivo. Esta cantidad se centrifugo a 2500 rpm
por 5 minutos, se decanto el pelet y se lavé con solucién salina al 0. 8%, este procedimiento
se repiti6 3 veces. Una vez obtenido el parsito se reconstituy6 en 2 mt de solucion salina
al 0.8% suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB), en una proporcidn 9:1. A cada ratén

s¢ le inocularon 40 ul de Leishmania intraplantarmente con una jeringa de insulina.

(Figura 11)
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[ Aislamiento del parasito de pacientes con

LCL y LCD ]

(Obtencién, cultivo y purificacion del

parasito }

{

Inoculacién de ratones
BALB/¢ con 10°

Curvas de
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( Diseccion del bazo ]

Histopatologia ]

Figura | 1. Metodologia

[ Inmunochistoquimica. ]
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5.3 Curvas de infeccion.

A partir de la fecha de inoculacién en los periodos trabajados 5, 10, 15y 20
semanas, con ayuda de un vernier (Scala, México) se realizaron las mediciones del cojinete
plantar de la pata infectada de cada raton y posteriormente se realizaron Iz;s curvas de
infeccién, asi como su observacion para determinar la aparicién de metastasis en alguna
parte del cuerpo. Los datos obtenidos de estas mediciones se realizaron tomando en cuenta
la medida en ¢l grosor de la pata de los ratones infectados a la cual se le resté la medida
del grosor de ta pata control ( 2mm ). Después de las 20 semanas se siguieron. observando a
los ratones hasta las 40 semanas para constatar la evolucion de la enfermedad: presencia de

nodulos o necrosis en alguna parte del cuerpo o muerte,

5.4 Histopatologia

Al primer dia y a las semanas 5, 10 y 15, se sacrificaron 4 ratones, obteniéndose el
bazo para su andlisis histopatolégico e im'riunohistoquimicu. Los 1ejidos de cada raton se
fijaron en Zamboni (Zamboni. 1965) por 24 horas a 4°C, y posteriormente favados con
amortiguador de fosfatos para Zamboni. Una vez incluides en parafina , se realizaron cortes
de 4 yim de grosor se procesaron para tincion de hematoxilina-eosina y Periodic acid-
Schiff ( PAS ). Se observaron al microscopic para detectar la presencia del parasito o

alteraciones estructurales importantes en la constitucién del bazo.
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5.5 Inmunohistoquimica.

En el tiempo seleccionado se diseco el bazo de cada animal incluyendo una parte
del organo en medio de soporte tisular (Jung, Alemania), se congelé con nitrégeno liquido
y almacenados hasta su procesamiento a —70 C. Posteriormente se realizaron cortes de 4

fm de grosor en cridstato (Microm, USA) estos fueron colectados en portaobjetos

cubiertos con poly L-lisina (SIGMA, USA} dejados secar al aire y fijados en acetona fria
por 10 minutos secados a temperatura ambiente, lavados con amortiguador consistente de
Tris 0.01M Nacl 0.15M adicionado con azida de sodio 0.01 %, albimina sérica bovina
(BSA) 0.1 % con un pH 7.4 (en este caso no se omitid ¢! uso de 4zida de sodio aun cuando
se ha referido que reduce la actividad enzimatica de la peroxidasa), Por un periodo de 30
min a temperatura ambiente, los cortes se bloquearon con leche descremada 0.1% v10%
de suero fetal de temera (SFT), disueltos en amortiguador.

Los cortes se incubaron en el primer anticuerpo monoclonal rata anti ratén CD4
(L3T4) con una dilucién 1:100 (PharMingen, USA) y anticuerpo monoclonal de rata anti
raton CD8a (Ly-2) en una dilucién 1:400 (PharMingen, USA) 100 p: | a cada corte por 45
min a temperatura ambiente (en algunos casos el anticuerpo primario se dejo incubar toda
la noche a 4° C). Se coloco el segundo anticuerpo conjugado raton anti rata IgG, /1gG,,
biotinado, dilucién 1:200 (PharMingen, USA). Entre cada incubacién se realizaron los
lavados con el amortiguador antes referido La estreptavidina peroxidasa 1:75 fue diluida
en Tris 0.05M pH 74 e incubada por 30 min, en este dltimo lavado se utilizd

amortiguador de Tris 0.1M, pH 7.4 (Figura 12).
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Anticuerpo
7 primario
6

Lavar

Anticuerpo
- % secundario

Lavar

Estreptavidina
1D peroxidasa

Lavar

Sustrato

Figura 12. Técnica de inmunchistoquimica . El anticuerpo primario se une al antigeno de la célula. Un
segundo anticuerpo secundario biotinado reacciona con el anticuerpo primario. La streptavidina peroxidasa
reacciona con la biotina del anticuerpo secundario. El sustrato se une a este complejo el cual al agregarse el
cromogeno da una reaccion colorida { Barret, 1990 }.
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El cromégeno utilizado fué¢ diaminobenzidina (Sigma USA) 0.0025g en 5 ml. de

Tris 0.1M y 50 £id de H,0, (la reaccion del substrato es muy rapida y se prepard justo antes

de comenzar a revelar) y se observo en el microscopio hasta detectar reaccién (10 min) se
detuvo la reaccion sumergiendo los cortes en agua por 1 minuto.

Los controles se realizaron sin colocar primer ni segundo anticuerpos, substituyendo
¢stos por amortiguador. Se contratifieron con hematoxilina de Harris durante 1 min y
fueron aclarados con cloruro de Litio y montados en resina sintética,

Al igu;l que otros estudios inmunohistoquimicos, en preparaciones de bazo
de ratén, algunas células se tifieron positivamente sin previa incubacion de algin
anticuerpo, estas células aparentemente fueron células polimorfonucleares, indicando
probablemente que las macromolécutas de biotina estan presentes en su superficie
(Guesdon ef al 1975). Este fue el margen de error considerado para la cuantificacion de
CD4'y CD8 y eliminar el sesgo, se tuvo un control negativo, sin anticuerpo primario y

secundario.

5.6 Cnantificacién de células.

Ei nimero de células se evalud contando el nimero total de células y el nimero de
células tefitdas por ceimpo {'en 10 campos } por cada corte de bazo, con un aumento 100 x.
El total se expresé como el promedio de los porcentajes = la desviacién estandar . Se
consideraron como células positivas solo aquellas en las que se observé el nicleo v la

tincién rodeando al linfocito.



5.7 Anélisis estadistico.

Para determinar diferencias en la inmunohistoquimica en los diferentes tiempos de
infeceidn, se realizé una comparacién entre los porcentajes y desviaciones estindar de los
dos grupos estudiados, LCL y LCD y controles, mediante la prueba estadistica t-student
para muestras independientes El andlisis se realizé en el programa Origin version 4.1, Se

consideraron como muestras independientes las que presentaron una p<0.05.
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6. RESULTADOS,”

6.1 Anilisis Histopatolégico.
En el analisis histopatologico de los cortes de bazo tefiidos por H-E y PAS, no

presenta cambios estructurales importantes con respecto al bazo testigo en los diferentes

tiempos de infeccion (Figura 13), tanto en LCL como en LCD (Figura 14), asi como la

ausencia del parasito en el tejido.

oliculo Linfoide

Figura 14. Corte histoldgico de bazo de ratén BALB/c inoculado con cepa de paciente aislado de LCD, 5°

semana, realizado por tincidn de PAS, con un aumento 40x
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6.2 Curvas de infeccién.
En ambas curvas de infeccion se registraron los tiempos manejados en la evolucién
de la patologia. Las lesiones en las patas de los ratones se observaron como un
"engrosamiento del cojinete plantar, las cuales comenzaron a distinguirse a partir de la 3°

semana (Tabla 1).

Tiempo LC Prom ¢ DS
5 semanas [LCL 1.08+0.25
) LCD 0.4 +0.054
10 semanas |LCL 2.6 £ 057
LCD 1.2 +0.075
15 semanas |LCL 5.15 1 0.40
L.CD 4.5+0.14
20 semanas ILCL 9.36 + 0.66
LCD 6.1+0.12

Tabla 1. Promedic = DS de las curvas de infeccion del cojinete plantar de ratones Balb/C inoculados con

cepas de LCL y LCD aislados de pacientes.

A partir de la 5" semana el aumento en el grosor de la pata en ambos grupos fue
diferente, percibiéndose a partir de este tiempo mayor aumento en el cojinete de LCL (1.08
= 0.25 mm) que en LCD (0.4 + 0.05 mm). A 1a 10" semana L(;,‘D aumento 3 veces mas (1.2
= 0.07 mm) con respecto al periodo anterior, mientras LCL mantuvo un incremento
proporcional (2.6 + 0.057 mm) de acuerdo con los datos de la 5° scman;a, en este caso la
diferencia entre ambos grupos de ratones e;n este tiempo fue de casi 1 mm. En la 15° semana
LCL su crecimiento fue el doble (5.15 + .40 mm) con respecto al tiempo anierior, mientras

LCD (45 £ 0.4 mm) aument6 casi 4 veces mas con respecto a la 10" semana. En el
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transcurso de {a 15% a la 20" semana fue cuando la diferencia entre los 2 grupos de ratones se
hizo evidente, LCL presenté mayor engrosamiento de la pata (9.36 + 0,66 mm) siguiendo
su crecimiento lineal, mientras que en LCD (6.1 + 0.12 mm) este aumento se dio de forma

mias pausada (Figura 15).

Curvas de infeccidn del cojinete plantar
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Figura 15 Curvas de infeccion det cojinete plantar de ratones BALB/¢ inoculados con 1 x 10° parasitos de

cepas aisladas de pacientes con LCL y LCD de L. mexicana.

Por otra parte se observo ta aparicion de nédulos a causa de Leishmania enla colaa

la 19" semana en ratones con LCL, en tanto que para LCD no se presentaron
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diseminaciones en la 20" semana de registro. Para ambas cepas de Leishmania en los
periodos de tiempo observados para la evolucion de la enfermedad, la extremidad inoculada
se necrosd y se perdid a la 39" semana. Durante el tiempo de estudio las lesiones tanto en

LCL como en LCD no se curaron espontaneamente o presentaron zlguna mejoria.

6.3 Inmunohistoquimica.

Para ambas formas clinicas, las células CD4 y CD8 se encuentran situados en gran

nimero en los foliculos germinales del bazo y rodeando las arteriolas esplenicas (Figura 16

y 17).

Linfocito CD4 +

Figura 17. Inmunchistoquimica en bazo de raton BALB/c infectado con L. mexicana (LCL 5" semana)

Aumento 100 x

36



En la fipura 18 se observa el porcentaje de células CD4 y CD8 de los ratones
infectados con LCL. Para CD8 no existié diferencia entre el testigo (3.75 £ 0.49) y el ratdn
del primer dia (3.74 % 0.66 mm) pero se considerd como poblaciones distintas (p = 0,64—9).
A partir de la 5" semana se dio un aumento en el nimero de células (6.07 £ 0.39) con lo
cual en este tiempo rebasé el promedio del porcentaje del grupo contrel (p=1.93 x 10 7).
En la 10 " semana el ascenso de estas células es minimo (6.96 = 1.10) pero sin estar sobre
los niveles del control (p = 4.85 x 10 ). Para la 15" semana el incremento se hizo evidente
y aumeni6 casi el doble (9.65 £ 0.87) en comparacion con la 10" semana, teniendo para este
tiempo una diferencia significativa con los ratones testigo (p = 4.08 x 10 *) quedando por
encima de su promedio del porcentaje de células.

Se trabajé un grupo de ratones testigos de distintas edades para cada tiempo de
infeccion, al no observarse diferencias en cuanto al numero de células CDA4 y CDR se
decidio trabajar una sola poblacion que abarcara todos los tiempos estudiados.

En cuanto a las células CD4 se registro una disminucidn impertante al primer dia de
infeccion (5.57 + 0.39) con respecto al testigo (8.57 = 0.69) p =556 x 10 °, conforme
transcurrio el tiempo hasta llegar a la 5 semana el nimero de células se elevd (9.38 £ 0.41)
pero sin tener una diferencia sigmificativa con respecto al grupo control (p = 0.1%9). El
incremento de estas células continud hacia la 10" semana (10.55 £ 1.26) rebasando el
promedio del porcentaje del control. A la 15" semana el niimero de CD4 siguié aumentando
pera de forma paulatina {10.93 + 0.77) y al igual que para las células CD8 fue en este
tiempo cuando se tuvo una diferencia significativa con respecto al grupo control (p=8.2 x

10™%). (Tabla 2)
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Tiempo Linfocito  jProm % # DS|t-student p
Testigo CD4 8.57 + 0.69
cD8 3.75+ 049
1 dia CcD4 5.57 £0.39 -8.69565x106
cD8 3.74 £ 0.66 -0.46 0.64
5 semanas |CD4 9.38 + 0.41 1.38 0.19
cD8 6.07 +0.39 - 7.5511.83x10-5
10 semanas |CD4 1055+ 1,26 3.07 0.01
CD8 6.896 +1.10 6.78/4.85 x10-5
15 semanas [CD4 10.93 £ 0.77 4.71(8.24 x 10-4
CD8 9.65 + 0.87 14.754.08 x 10-8

* p< 0.05, valor significative

Tabla 2. Prueba t-student para células CD4, CDS y testigo de LCL en baze de ratones BALB/c inoculades

con L mexicana en diferentes tiempos de infeceidn.
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Porcentaje de células CD4 y CD8 en ratones infectados con LCL

Bt L N DR
£ gL

Porcentaje de células
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1 dia 3 semanas 10 semanas 15 sernanas

Tiempe

CD4 M CD8 [testigo CD4 Etestigo CD8

Figura 18. Porcentaje de células CD4 y CD8 en bazo de ratones BALB/c inoculados con L. mexicana
aislados de pacientes con LCL , en diferentes tiempos de infeccidn, determinados por la tdcnica de

inmunohistoquimica
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Respecto a LCD (Figura 19) CD8 al primer dia (3.06 + 0.32) se observd ligeramente
por debajo del promedio del porcentaje en los ratones testigo (3.75 = 0.49) a pesar de eso
considerandose como poblaciones distintas (p = 0.01). Para la 5" semana se registro un
ligero descenso en el namero de CDB {3.12 + 0.25) con respecto a el testigo, pero
presentando valores iguales de (p = 0.01). A la 10°semana las células incrementaron (5.6 =
0.13) en comparacion con el periodo antenior, siendo significativamente distinto de los
valores del grupo control (p = 6.39 x 10 ™). El incremento a lal 5* semana se dio en menor
grade pero guardando la proporcidn lineal respecto a los periodos anteriores (7.37 £ 0.54),
siendo una poblacién evidentemente diferente al testigo (p=6.33 x 107).

Las células CD4 al igual que en LCL, disminuyeron drasticamente al primer dia
(4.55 £ 0.38) con respecto al testigo (8.57 + 0.69). Para la 5" semana el nimero aumé_nté
considerablemente (6.04 * 0.66) pero no .10 suficiente como para llegar a los niveles del
control (p = 5.29 x 10 ). A la 10" semana el aumento fue minimo(7.66 + 0.74) con
respecto al tiempo anterior, considerado como una poblacién distinta comparado con el
testige (p = 0.02). Hacia la 15" semana (8.96 + 0.65) las células alcanzaron el promedio del
porcentaje del grupo control, después de la caida de linfocitos al primer dia de infeccion,
pero sin considerarse como poblaciones distintas (p = 0.81). En este caso CD4 nunca legd

a rebasar el nimero de células del grupo control en los distintos periodos de tiempo

estudiados (Tabla 3).
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Tiempo Linfocito  [Prom % t DSit-student P
Testigo CD4 8.57 + 0.69
CcD8 3.75+0.49
1 dia CD4 4.55+038 -11.41]4.64 x 10-7
CD8 3.06 +0.32 -2.99 0.01
5semanas |[CD4 6.04 + 0.66 -6.71(5.29x 105
CcD8 312025 -2.86 0.1
10 semanas [CD4 766+074 -2.75 0.02,
CcD8 560013 6.55|6.39 x 10-5
15 semanas |CD4 8.96 + 0.65 0.24 0.1
CD8 737054 11.04/6.33x10-7

* p <-0-03, vador significativo

Tabla 3. Prucha t-student para células CD4 y CD8 de LCD en buzo de ratones BALB/A inoculados con L

mexicana cn diferentes tiempos de infeccién,
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Porcenta)e de célutas CD4 y CD8 en ratones infectados con LCD

Porcentaje

[P

1dia 5 semanas 10 semanas 15 semanas

Tiempo

CD4 B CD8 Otestigo CD4 @ testigo CD8

Figura 19. Porcentaje de células CD4 y CD8 en bazo de ratones BALB/c inoculados con

L. mexicana

aislados de pacientes con LCD en diferentes tiempos de infeccién, determinado por la técnica de

inmunohistoquimica.
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En la tabla 4 se comparan las células CD4 y CD8$ entre las formas clinicas

manejadas. En CD8 (Figura 20) al primer dia en LCL y LCD se mostraron como

pc‘)blaciones iguales (p = 0.06). En la 5" semana LCL aumenté mientras LCD mantuvo la

misma cantidad de células que al primer dia considerandose significativamente diferentes

(p=2897x 10 ™). A la 10° semana LCD aumenté (5.6 = 0.13)alcanzando el numero de

LCL(6.96 +1.10), hecho que se observé en el nivel de significancia el cual los manejo

como poblaciones distintas (p = 0.09). En la 15* semana LCL aumenté nuevamente sobre ¢l

promedio del porcentaje de LCD, teniendo en este tiempo una diferencia considerable r=

0.03). En todos los tiempos registrados, tas células CD8 en LCD siempre se observaron por

debajo del porcentaje de LCL.

Tiempo Linfocito  jt-student P
Testigo CD4
cD8
1 dia CD4 6.84 0.006
cD8 2.94 0.06
5 semanas |[CD4 9.06 0.002
cD8 13.4(8.97 x 10-4
10 semanas |CD4 3.52 0.03
cDs 2.43 0.09
15 semanas (CD4 849 0.003
CD8 3.84 0.03

* p< 0.05, valor significativo

Tablz 4. Prueba 1-student para células CD4 y CD8 en bazo de ratones BALB/c inoculados con cepas de 1.

mexicana aislados de pacientes con LCL y LCD,
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OLCL MLCD Htestigo CD8

Figura 20 Porcentaje de células CD3 en bazo de ratones BALB/c inoculados con L mexicana aislados de

pacientes con LCL y LCD en diferentes tiempos de infeccion, determinado por inmunohistoquimica.

44



El promedio del porcentaje de células CD4 entre LCL y LCD se observd con una
diferencia significativa en todos los tiempos -cstudiados, sin embargo al igual que lo
sucedido con las célutas CD8 en LCD el nimero de células permanecié por debﬁjo de LCL
e inferior al testigo, excepto para la 15" semana. De igual forma para ambos casos el
porcentaje de CD4 disminuy6 radicalmente al primer dia con respecto al testigo (Figura

21).

Porcentaje de células CD4 en ratones Infectados con LCL y LCD
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Figura 21. Porcentaje de células CD4 en bazo de ratones BALB/c inoculados con [ mexicana aislados de

pacientes con LCL y LCD en diferentes tiempos de infeccion, determinado por la técnica de

inmunohistoguimica.
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Se realizé un estudio histopatolégico ¢ inmunohistoguimico de los bazos de ratones

BALB/c inoculados intraplantarmente con 1 x 10° promastigotes de 2 cepas de Leishmania
mexicana, aislada de un paciente con LCL y otra aislada de LCD. Se decidié para este
trabajo inocular ratones con 1 x 10° parasitos, cantidad suficiente para producir una lesién y
~ tener un amplio margen de error al momento del conteo ¢ tnoculacién con Leishmania pues
de acuerdo a el trabajo realizado por Rivas (1989), al infectar ratones con diferentes
cantidades de L mexicana (0.1 x 10°%, 1 x 10° y3 x 10°) no observé diferencias importantes
en los cojinetes. plantares de los ratones al realizar sus respectivas curvas de infeccion. En
este trabajo con [a dosis inoculada las lesiones en la pata se comenzaron a detectar a la 3
. semana y las metdstasis en la cola hacia la 19" semana. Las lesiones en las patas asi como
las met4stasis tanto en LCL como en LCD no se curaron o presentaron alguna mejoria en el
tiempo que durd esta investigacién. Después del periodo de medicion y observacién de los
ratones, la enfermedad progresé hasta la 39" semana, periodo en el que la extremidad
presentd-necrosis y por lo tanto perdida de la pata infectada; motivo por el cual el animal se
vio impedido para sostenerse y trepar para conseguir su alimento muriendo de inanicion
como respuesta secundaria a la infeccién.

Los datos obtenidos en este trabajo concuerdan con los referidos por Rivas (1989),
con respecto al tiempo de aparicion de las lesiones y metastasis, pero difieren con varios
grupos de investigacion que han reportado que después de la inoculactén con dosis
diferentes de L tropica (1 x 10° y 1 x 10°%) las lesiones curaron entre las 6 y 18 semanas

respectivamente (Preston ef al., 1978). Mientras al inocular cantidades mayores de L major
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(1x 107 ¥ 2 x 10%) se desarrollaron lesiones necroticas, ulcerativas y no curativas (Mohrs er
al., 1999). Aun cuando otras investigaciones también han trabajado con L mexicana ( Pérez
et al,, 1979 ) sus resultados no concuerdan con 1;)5 obtenidos en este trabajo, pues
observaron fa aparicién de nédutos a la 2° semana y metastasis en la cola en la 6° semana.
Por lo tanto, comparando todos estos resultados se podria deducis que Leishmania presenta
variaciones en cuanto al tipo de enfermedad que pueda producir de acuerdo a la especie , su
localizacién geografica y a la dosis inoculada.

En fas curvas de infeccion desde las 15 semanas se observaron diferencias en el
grosor de la pata para LCL y LCD, los 2 grupos de ratones presentaron aumento en el
grosor del cojinete, pero es en LCL donde se dio un aumento mayor en el grosor de la pata
teniendo su maximo a partir de las 15 semanas (5.15 + 0.40). Podria decirse que fue en este
momento cuando en LCL comenzd a montarse una respuesta en contra del parsito,
mientras LCD presentd una inmunosupresién pues en todos los tiempos siempre
permanecio con niveles inferiores a los de LCL.

Histopatelégicamente en esta investigacion, la ausencia de cambios morfoldgicos
evidentes en ¢l bazo disecado de los ratones, asi como la falta del parésito en el tejido nos
indica que ias cepas utilizadas de L. mexicana aparentemente no se diseminaron al bazo a
las 15 semanas postinfeccitn estos resultados son comparables con los obmni;ios por Soong
el al. (1997), en bazo de ratones infectados con /.. amazonenesis. La ausencia de pardsitos
en el bazo podria explicarse por los datos reportados por Stenger er al., 1994 donde en
tejidos de bazo ¢ higado de ratones infectados con L. mexicana existe una alta produccion
de ON, e! cual tiene un efecto citotdxico en los pardsitos, lo que sugiere que esto sea un

mecanismo protector en contra de la expansion de los parisitos hacia estos 6rganos.
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Por otro lado, las células involucradas en los diferentes tipos clinicos de las
leishmamiasis han sido ampliamente estudiadas en lesiones y sangre periférica de pacientes,
encontrandose grandes diferencias entre si. Teniendo como base lo anterior, en este trabajo
se realizaron estudios inmunchistoquimicos in sitn de las 2 cepas de L. mexicana
estudiadas, con el fin de obtener mas informacién para tratar de comprender los
mecanismos del proceso infeccioso y se determind si existen diferencias inmunolédgicas
entre ellas.

El pnmer pase y uno de los objetivos de este estudio fue la estandarizacién de la
técnica de inmunohistoquimica, en el cual se enfrento el problema de encontrar la dosis
requerida del anticuerpo, y al mismo tiempo definir ias cantidades adecuadas, el cual no
solo depende de la concentracidn sino también del tejido a estudiar, el medio de montaje
del mismo (por congelacién o parafina), el cromdgeno, los amortiguadores de lavado, los
tiempos de incubacidn y los adhesivos para los portaobjetos.

La inmunohistoquimica se ha utilizado en muchos casos para hacer una
caraclerizacion de las células o citocinas presentes en un tejido. Los estudios hechos in situ
ademds de proporcionar una vision en la distribucién de dichas células, permite también
investigar la respue.s;a inmune celular, ya que las reacciones antigeno-anticuerpo son una
de las mas especificas en biologia razon por las cual las reacciones inmunochistoquimica son
mas precisas que las técnicas histoquimicas ordinarias. En este caso el uso de las tinciones
con inmunoperoxidasa en el bazo resultd ser el método de tincion mas eficaz por ser la
peroxidasa una enzima muy estable, ficil de obtener, de tamafio pequefio y por no unirse a
anticuerpos de sitios adyacentes, ya que las pequefias cantidades de peroxidasa endogena de
los tejidos puede ser inhibida facilmente, ademais existe una alta disponibilidad de

cromogenos .
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En este trabajo se utilizaron anticuerpos monoclonales buscando caracterizar
algunas de las células implicadas en la respuesta i.nmune celular (CD4 y CD8). Quizis una
de las dificultades a enfrentar con el uso de anticuerpos monoclonales como herramienta en
la investigacién, es encontrar as condiciones optimas para obtener resultados satisfactorios.

Uno de los problemas mds comunes en las tinciones inmunoldgicas resultado de la
unién antigeno-anticuerpo, son las reacciones no especificas causadas por la unién de
proteinas a sitios del tejido altamente afines. Si se aplicara el primer anticuerpo al tejido,
este se unird inespecificamente a estos lugares con carga eléctrica. Por tal motivo, es
indispensable bloquear previamente aplicando una proteina inocua a la muestra antes de
colocar el primer anticuerpo y de esta manera eliminar los sitios de carga. El método mas
usado y realizado para este trabajo fue el empleo de un blogueador de leche descremada
suplementada con SFT. Es importante que ¢l suero usado no presente hemélisis, pues
provoca tincion alrededor de [as células rojas dando falsos positivos (Bourne, J er al., 1994).

Cuando se quiere determinar la dilucion adecuada en los métodos de tincidn con
inmunoperoxidasa, se deben tomar en cuenta varios factores: concentracién del anticuerpo,
numero de substz;ncias no especificas presentes en los anticuerpos, tiempo de incubacion,
amortiguadores de lavado y diluciones, asi como la fijacion del tejido. La concentracion del
anticuerpo es muy importante para tener una buena reaccidn, ya que si el anticuerpo es
escaso, se reduce la postbilidad de detectar Ia reaccion antigeno-anticuerpe. De esta manera

“se tiene que encontrar una dilucidn exacta para et primer anticuerpo y combinar diluciones
tanto del anticuerpo secundario como del conjugado avidina-biotina (AB) (Guesdon ef af.,
1979).

Por otro lado, el amortiguador usado fué Tris 0.01 M NaCl 0.15 M, azida de sodio

{NaN;) 0.01% y BSA 0.1%. Mucho se ha discutido acerca del uso de NaN; en tinciones
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donde el sustrato es la enzima peroxidasa, pues en altas concentraciones la azida de sodio
compite por la unién en el sustrato con la peroxidasa inhibiendo la coloracion. Este buffer
se utilizd solo en los lavados del primer y segundo anticuerpo, no asi para diluir el
conjugado AB y realizar sus lavados, teniendo un resultado satisfactorio, eliminando
fondos obscuros y reacciones inespecificas en el tejido (Ghobrial er of,, 1989).
Para considerar una tincion positiva o descartar falsos positivos se consideraron
“varios factores, son positivas aquellos tejidos donde el precipitado de DAB oxidada se
observa bordeande fa superficie de las células, las que estén localizadas en la pulpa roja y
centros germinales. Los linfocitos deben tener variaci6n en la intensidad del color, pues no
todas tienen la misma cantidad de marcador (Bourne, 1983).

En México L. mexicana produce teishmaniasis cutdnea la cual a su vez se divide en
LCL y LCD. Partiendo del hecho de que ambas se diferencian notablemente a nivel clinico,
varios investigadores decidieron realizar estudios en varios aspectos para establecer si esta
distincién se presenta en otros niveles, tales como histolégico, antigenos de superficie y
molecular. En cuanto a las proteinas integrales de superficie de membrana de
promastigotes, Rivas ef af. (1994) encontraron diferencias en las cepas ﬁisladas de LCL,
LCD y LCPD lo cual sugiere la importancia del antigeno de Leishmania involucrado en la
respuesta del huésped.

En el aspecto molecular Berzunza er af. (2000) realizaron analisis de ADN del
kinetoplast(; de los aislados de LCL, LCD y LCPD, utilizando diversos patrones de enzimas
de digestién. Los resultados evidenciaron que fa heterogeneidad de ADN en especies de [,
mexicana podria estar relacionado directamente con la enfenﬁedad clinica, sugiriendo que

distintos patrones de proteinas de restriccion puede tener implicaciones biologicas
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importantes. Este trabajo fue la pauta para estudios postertores en donde se determinaron
moléculas de superficie

Leishmania presenta moléculas de superficie como lo son la LPG y la gp63,
importantes debido a su capacidad inmunogénica. Diversos estudios mostraron que estas y
otras moléculas presentan modificaciones importantes de acuerdo a la especie de
Leishmania, asi tenemos que en L. mexicana la composicién de carbohidratos en LPG en
cepas causantes de LCL y LCD varian de acuerdo a la presencia o ausencia de xilosa,
galactosamina y acido N-neuroaminico (NANA), LCL presenta xilosa, galactosamina y
NANA mientras LCD sélo presenta galactosamnina (Rivas. 1994).

En este sentido y por los datos aportados de las investigaciones anteriores, varios
autores sostienen que el parasitismo por Leishmania mexicana que puede resultar en un
proceso asintomitico o patologice, estd dado fundamentalmente por el polimorfismo
genético del pardsito determinando [a forma clinica de la enfermedad {Lanouis et al,, 1997;
Becker, 1996) pues se tiene evidencia que ninguna especie de Leishmania tiene las mismas
proteinas de superficie en amastigotes (Wolfram et al., 1996). Por lo tanto las diferencias
en la expresion de antigenos de superficie de Leishmania mexicana tiene como
consecuencia el desarrollo de diferentes tipos de leishmaniasis, estos antigenos de
Leishmania pueden expresarse de acuerdo a la especie, subespecie y localizacion
geografica (Hemandez er al,, 1989).

Tomando en cuenta los resultados de los trabajos previos en los cuales se ticnen
evidencias de que existen diferencias importantes a nive! clinico, histolégico, molecular y
de antigenos de superficie entre las formas clinicas LCL y LCD, se decidio analizar en este

trabajo la respuesta inmune de ambas formas de leishmaniasis cutanea y determinar si es
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que existen diferencias entre ambas, teniend;) presente que las dos son producidas por L.
mexicana.

Sc determind en este trabajo por medio de inmunohistoquimica la proporcion de
células CD4 y CD8 en las dos formas clinicas de leishmaniasis cutinea. En condiciones
normales, los linfocitos y células accesorias estin dispuestos anatémicamente en el bazo
( centros germinales )} como lo estan en los ganglios linfaticos (Ledbetter et al , 1980; van
Ewijk et al.,1981). .Las vainas periarteriolares contienen principaimente linfocttos T,
siendo las dos terceras partes de la clase cooperadora CD4 ¥y una tercera parte CD8 (Abbas
et al., 1995). Estos linfocitos CD4 y CD8 juegan un papel importante en el curso de la
enfermedad producida por Leishmania, ya Cjue de acuerdo a las citocinas secretadas pueden
resolverla o exacerbarla. Otro factor importante es la cantidad de células presentes P el
organo linfoide de acuerdo al tiempo de evolucién en Ja infeccion,

De acuerdo a nuestros resultados, se observé un predominio de CD4 sobre CDS8 en
todos ]o-s tiempos manejados de LCL que concuerdan con los de varios grupos de
investigacién en donde encuentran las mismas proporciones de estos marcadores (Pirmez et
al., 1990, Isaza et al, 1996; Soong et al, 1997). Sin embargo Esterre ef al.. 1992 en
lesiones de pacientes con LCL encuentra proporciones iguales de CD4 y CD8.

Ahora bien, en LCD en nuestra investigacion se sigui¢ manteniendo la proporcion
CD4>CD8, mientras que por su parte Ritter ef al. (1996) y Tapia et al. (1994) obtuvieron
proporciones inversas de estas células CD8>CD4. Lo que se puede atribuir a que se
trabajaron diferentes tejidos, las investigaciones anteriores utilizaron lesiones de pacientes
mientras en nuestro trabajo se manejaron bazos de ratones. Sugiriendo que al momento de
trabajar con ratones singénicos se elimina la mayoria de las variables que puedan influir en

la respuesta inmunologica del huésped, dejando solo la producida por el parasito. Ademas
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de que las cepas para inocular que se utilizaron en esta investigacidén se aislaron de
pacientes que provienen de regiorl!es geograficas comunes (Chontalpa, Tabasco).

Par otro lado en cste trabajo fue en LCL, 1a forma clinica curativa, en donde CD$§
incrementd de tal forma a Yo largo del tiempo que a la 15* semana (9.65 + 0.87), Hegd casi
al mismo promedio de! porcentaje que CD4 (10.93 + 0.77), con lo cual se podria inferir que
a partir de este tiempo, en esta leishmaniasis cutinea podria darse un proceso de cura
debido al aumento de CD8 y a la capacidad que pueda presentar el huésped para tratar de
contrarrestar la enfermedad (equiparable con los resultados de las curvas de infeccion en
donde a la semana 15, LCL presenta el maximo crecimiento de !a pata) pues el papel
central de las células CD8 es modular el curso de la infeccién (Soong er al., 1997Yy de
resistencia en contra de una re-infeccién por Leishmania (Hubert et al, 1998). Aun no se
ha dilucidado si el proceso de cura esta asociado solamente por el incremento de CD8 o
también por ei balance de CD4 y CD8 (Da-Cruz er al., 1994). Ademas se ha observado que
la deplecion de células T CD8 tiene como resultado el incremento en el cojinete plantar y
aumento de fa carga parasitaria en ratones susceptibles y resistentes. Sin embargo Hubert ef
al. (1998) observaron que en ratones infectados con L major y deficientes en producir
células CD8 desarrollaron una respuesta tipica Thl, presentando pequeiias lesiones en el
cojinete plantar y reducido numero de pardsitos en ganglios linfaticos y bazo, los cuales
producen cantidades importantes de [FN-7y. Estos autores concluyeron que las células CD8
no necesariamente son requeridas funcionalmente para mantener un contiol inmonolégico.
Asi que en este trabajo el incremento de CD8 en LCL para la 15 semana no implica

forzosamente una respuesta favorable en el hugsped, pues el hecho de encontrarse en

cantidades mayores no significa que sean funcionatmente capaces de producir citocinas que
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conlleven a una respuesta curativa. Lo cual se podria correlacionar con el suceso observado
en la pata de los ratones la cual se necroso y se perdid, indicando que aun con el aumento
de CD$ a partir de la 15® semana en LCL, las lesiones no presentaron un proceso de cura.
inherente al papel atribuido a dichas células.

En este trabajo en el pnmer dia de infeccion se observd una drastica disminucién en
el porcentaje de células T CD4 en LCL y LCD, lo cual no sucedié con CD8. Varios grupos
de investigadores realizaron estudios donde analizaron las poblaciones CD4 y CD8 en
sangre periférica de pacientes con LCL, obteniendo resultados similares en cuanto a esta
disminucion se sugirieron las siguientes hipétesis: 1) una posible migracién de estas células
hacia el sitio de infeccién o muy probablemente hacia los ganglios linfaticos pues en
particular CD4 facilita el reclutamiento de monocitos y macréfagos (Soong et al., 1997).
2) 1a infeccion puede provocar un estado de inmunosupresion inespecifica secundario a esta
como mecanismo de evasion del pardsito frente a la respuesta inmunoldgica activa del
hospedero (Macias er al,, 1997, 1999). Por lo tanto existen evidencias que sugieren que las
célutas T CD4 son capaces de inducir resistencia en [a leishmaniasis experimental, pues el
encontrarse en mayer nimero determina el desarrollo de la enfermedad por estar asociado
con la produccion de citocinas en el periodo inicial de infeccién, con lo cual se puede-
sugerir que et papei de las células CD4 en la leishmaniasis es participar en el proceso
inflamatorto y reclutamiento celular, asi que €l control de la LCL y L.CD esti asociado con
la capacidad del hospedero de montar una respuesta inmune local que puede activar y
regular la inflamacién en el tejido afectado (Soong ef al., 1997). Sin embargo, otros datos
indican que las células T CD8 pueden estar involucradas en el proceso de cura;:ién y
control de la enfermedad (Da Cruz ef al., 1994). Estas células por el contrario no poseen la

capacidad de migrar al sitic de infeccion motivo por el cual se encuentran preferentemente
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en ganglios linfaticos y bazo, hecho que se refleja en nuestro estudio pues no se observa esa
marcada disminucién de estas célutas al primer dia. Esto nos indlica que [a migractdn de las
células CD4 al sitio de infeccion no sélo sucede en sangre periférica como se habia
reportado hasta el momento, sino también sucede en 6rganos linfoides como el bazo.

Hasta ahora sélo se ha discutido ¢l papel de algunos factores que puedan inducir a
las células CD4 y CD8 a secretar citocinas y desatar una respuesta favorable o
desfavorable, uno de estos factores es la genética del hospedero, en este estudio se
utilizaron ratones singénicos susceptibles BALB/c capaces de desarrollar la enfermedad
con el fin de mantener el mayor niimero de variables controladas en el huésped. Los
_mecanismos responsables de fa incapacidad de los ratones BALB/c pa.ra curar la infeccién
en Leishmania es desconocido, algunos proponen que la susceptibilidad esta a cargo de un
solo pen (Scl-1) mientras otros proponcn. que reside en las células del sistema
hematopoyetico (Scott y Farell, 1981). Asi, el espectro de respuestas en varias cepas de
raton durante la infeccion ofrece una nueva vision acerca de Ia importancia de variaciones
cn la respuesta de poblaciones humanas frente a Leishmania en especial en América del
sur, donde parece que la resistencia a la infeccion no es solo por individuos, sino por razas
y su control genético { Preston et al.,, 1978 ). Por lo tanto, algunos factores de riesgo como
el componente genético del hospedero, la especie del parasito, pueden estar involucrados en
la susceptibilidad a la LCD, motivo por el cual este tipo de LC presenté valores inferiores
comparados con LCL tanto en la inmunohistoquimica como en las curvas de infeccion.
Castes y Tapia. (1998), proponen que en estas situaciones ¢l parasito evade la réspuesta
inmune del huésped y las citocinas producidas no pueden activar a los queratinocitos,
eventos que conllevan a la generacion de una respuesta Th2 que crea un estado de

tolerancia progresiva hacia el parasito y resulta en la paralisis de los linfocitos T cutaneos y
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sistémicos (Castes y Tapia, 1998). En suma, LCD puede estar acompafiada de una
depresion inmune especifica producida en et hospedero (Preston ¢f af., 1978). -

Los periodos de tiempo se establecieron de acuerdo a trabajos previos en los cuales
se reportan que son requeridas menos de 48 horas en ratones BALB/c para que las células
CD4 puedan producir citocinas que determinen el curso de la enfermedad, ya sea
resolviéndola o exacerbandola (Locksley ef al., 1999; .Launois et al., 1997, Himmelrich er
al., 1998). Por lo tanto, se decidi6 establecer como primer tiempo 1 dia de postinfeccion.
Por otro lado Rivas (1984) observo que la produccion de anticuerpos en ratones infectados
con L mexicang sucede a la 5" semana. Mientras Soong et al., 1997 determinaron quees a
partir de las 8 semanas cuando comenzo a apreciarse un aumento significativo de células
CD4 y CD8 respecto a los controles en bazo de ratones infectados con L amazonensis. De
esta forma se establecié el esquema para trabajar los periodos de tiempo mas convenientes
y en los que se han observade algunos de los cambios mis significativos en la
histopatologia, curvas de infeccidn e inmunohistoguimica en el transcurso de la infeccién.

Para dilucidar aﬁecuadamente los mecanismos involucrades en lo anteriormente
expuesto es necesario realizar estudios inmunchistoquimicos para subpoblaciones CD4
(Th1 y Th2), CD8 en lesiones, sangre periférica, bazo y ganglios linfaticos de raton en
periodos de infeccion mas largos que permitan seguir el curso de la enfermedad hasta su
curacion o progresion. Seguir la migracion de las célutas CD4/CD8 y presencia del parasito
hacia otros sitios de infeccién en el caso de los linfocitos, o del sitio de infeccion a los
lugares de produccién de la respuesta inmune (en el caso del parésito). Integrar en la
inmunohistoquimica a las células de Langerhans, las cuales son el primer contacto en la
interaccion hospedero-parasito. Los datos recaudados en este trabajo podrian ser

importantes pues se pueden aplicar en el desarrollo de una vacuna que de acuerdo a la
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dosis induzca una respuesta inmunolégica Thl, aplicada en una poblacién genéticamente

diversa y tener resultados satisfactorios como lo pro'ponen Menon y Bretscher, (1998).
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La ausencia de cambios morfolégicos en el bazo, asi como 1a ausencia del parasito

en ¢l tejido, indica que las cepas de L. m. mexicana no se diseminaron hacia el bazo
durante el tiempo de estudio ( 15 semanas ).

Las curvas de infeccién de los ratones BALB/c presentan diferencias entre las
cepas de LCL y LCD, siendo esta ultima la que presenta un menor crecimiento en el
cojinete plantar, |

En las cepas manejadas de LCL y LCD, el porcentaje de células CD4 se encuentra
€n mayor proporcion que en CDS.

En LCD el porcentaje de células CD4 y CDS estan en menor cantidad en
comparacién con LCL, debido probablemente a una inmunosupresion intrinseca del
parasito involucrado.

Para LCD se observé una proporcidén mayor de CD4> CD8 en todos los tiempos
mancjados, mientras que trabajos previos notifican una proporcién inversa (CDh4<
CD8).

En Ja estandarizacién de la inmunohistoquim.ica se¢ obtuvieron resultados
satisfactorios con el uso de 4zida de sodio en el amortiguador de Tris, NaCl,
reduciendo los fondos oscuros del tejido, aun cuando se ha referido que la NaN;

reduce la actividad enzimética de la peroxidasa
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