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RESUMEN

La leishmaniasis en México es producida por la infeccibn del parasito
intracelular L. mexicana mexicana, cuyas formas clinicas mas comunes son la
leishmaniasis cutdnea localizada (LCL) y la leishmaniasis cutdnea difusa
(LCD), esta ultima la forma més grave. Estudios previos se han enfocado en el
papel de la apoptosis en infecciones por otras especies del género Leishmania
por ser éste un proceso importante en la respuesta inmune. Debido a que no se
han realizado estudios sobre el efecto que podria tener la infeccion sobre la
apoptosis de las células de las lesiones de los pacientes con LCL y LCD, es de
gran interés e importancia analizar este aspecto asi como los mecanismos
involucrados y poder establecer diferencias en ambas formas clinicas. La
apoptosis o muerte celular programada (MCP) puede actuar como un
mecanismo de defensa frente estimulos patol6gicos, por lo que caracterizar su
papel en la interaccion hospedero-parasito ha cobrado gran interés, ya que
promete aportar datos importantes para el desarrollo de nuevos farmacos y

tratamientos en contra del pardsito, asi como de la enfermedad que produce.

En este trabajo se cuantificd el porcentaje de células apoptéticas presentes en
las lesiones de 17 pacientes con LCL y 5 con LCD. Esto se realizd con el fin de
analizar si el porcentaje de células en apoptosis puede correlacionarse con el
grado de severidad del cuadro clinico provocado por la infeccion con L.
mexicana. Se trabajé con cortes por congelacion de biopsias de piel de
pacientes con LCL y con LCD utilizando la técnica de tincién de TUNEL para la
identificacion de células en apoptosis. El analisis microscopico de las muestras
se realizé con la ayuda de un microscopio Zeiss Axioskop, una cadmara Axio
CamMRc y el software KS 300 3.0. Adicionalmente se evalud si el nimero de
células en apoptosis cambia en 3 pacientes con LCD que estuvieron sometidos
a un tratamiento combinado de pentamidina + alopurinol e inmunoterapia con
[FN-y.

El presente trabajo reveld6 una diferencia estadisticamente significativa

(P=0.039) entre ambos grupos de pacientes. Los 17 pacientes con LCL



presentaron un promedio de 45.45% (error estandar 4.1) de células apoptoticas
en 15 campos (con un promedio de 56.04 células por campo), mientras que los
5 pacientes con LCD presentaron un promedio de 25.25 % (error estandar
6.18) en el mismo numero de campos (con un promedio de 81.47 células por

campo).

El tratamiento con medicamentos leishmanicidas redujo la carga parasitaria en
los pacientes con LCD. La reduccion en el nUmero de parasitos se asocié con
un incremento en el porcentaje de células en apoptosis, haciéndolo muy
parecido al observado en las lesiones de los pacientes con LCL. Los resultados
muestran que el nimero de parasitos y el porcentaje de células apoptoticas es
inversamente proporcional en las lesiones. No queda claro si esto refleja la
causa o el efecto de la disfuncién de la respuesta inmune encontrada en
pacientes con LCD, ya que la ausencia de apoptosis posiblemente permite una
sobrecarga de parasitos intracelulares en macrofagos, llevandolos a un
agotamiento funcional. La apoptosis posiblemente permite la distribucion de
una excesiva carga parasitaria hacia cuerpos apoptéticos, que pueden ser
fagocitados por otras células, reduciendo el nimero de pardsitos en su interior.
El procesamiento de estos cuerpos apoptéticos genera nuevos epitopes, los
cuales favorecen la generacién de nuevas clonas de linfocitos, incrementando
asi el niamero de células capaces de activar a macréfagos. El resultado del
incremento en el numero de células apoptéticas pudiera favorecer una
respuesta inmune mas eficaz, lo que lleva a la resolucién de la enfermedad,
como se observa en los pacientes con LCL. De esta manera, la apoptosis
pudiera representar un mecanismo inmune decisivo que ayude a la activacion

del macréfago, favoreciéndo asi la resolucién de la enfermedad.

La disminucion de las células apoptoéticas en pacientes con LCD posiblemente
se correlacione con la falta de activacion del macréfago, llevando a una

aumento en la carga parasitaria y la progresion de la parasitosis.



1. LEISHMANIASIS
1. 1 Definicién
En el sentido amplio, la leishmaniasis es una zoonosis causada por la infeccion
de un protozoario intracelular obligado del género Leishmania. La leishmaniasis
es una enfermedad que comprende tres diferentes formas clinicas:
leishmaniasis visceral, leishmaniasis mucocutanea y la leishmaniasis cutanea;
la manifestacion de cualquiera de ellas, estd directamente relacionada con la

especie infectante.,s, 27

1.2 Agente y Vector

Leishmania pertenece al grupo de los denominados “cinetoplastidos”, que se
caracterizan por poseer una sola mitocondria en la cual se distingue una
concentracion de DNA mitocondrial denominada precisamente cinetoplasto. 12
Este protozoario hemoflagelado se transmite mediante la picadura de la
hembra hemato6faga del “mosco de la arena”, conocido comunmente en México
como “jejen” (“sandfly” en inglés). Ese pequefio mosco piloso, tiene una
longitud de 2 a 3 mm, por lo que es capaz de atravesar las redes que
comunmente se usan como mosquiteros.s4 Se han identificado como vectores a
30 especies de los géneros Phlebotomus (Viejo Mundo) y Lutzomyia (Nuevo
Mundo); en las zonas endémicas la mayoria de los individuos no estan

infectados.,3 27

Figura 1. Vector Phlebtomus sp.
(Foto: S. Sinclair.www.keele.ac.uk/depts/aep/staff/rdwres.htm)



- Taxonomia

La clasificacion taxonémica de este parasito estd basada en la zona en que
éste se desarrolla dentro del vector, dividiendo al género Leishmania en los
subgéneros Leishmania y Viannia. Se ubican dentro del subgénero Leishmania
a los organismos que restringen su desarrollo a la porcion anterior del tracto
digestivo de la mosca (desarrollo suprapilérico), mientras que aquellos
perteneciente al subgénero Viannia se desarrollan tanto en el intestino medio
como en el posterior del vector.,7

Con el avance de las técnicas moleculares, la identificacién y taxonomia de las
diferentes especies de Leishmania han dejado de fundamentarse en criterios
clinicos, biolégicos y epidemiolégicos, para apoyarse en marcadores
moleculares especificos, estableciéndose métodos moleculares bioquimicos e

inmunolégicos que permiten identificarlos a nivel de subespecie.

Familia Trypanosomatide

Género Leishmania
|

Subgénero Leishmania Subgénero Viannia
COMPLEJOS I
I | | | | I |
L. major L.tropica L. aethiopica L. donovani L. mexicana L. braziliensis L. guyanensis
L. major L. tropica L. aethiopica L: donovani L mexicana L. braziliensis L. guyanensis
L. killicki L: infantum L. amazonensis L. peruviana L. panamensis
L. chagasi L. garhami L. colombiensis
L. Archibaldo L. pifanol L. lainsoni
L. venezuelensis L. shawi
L. naiffi

Figura 2. Clasificacién taxonémica de Leishmania (Modificado de Salaiza, 2001 y Garcia,
2001). No se muestran: L. arabica, L. gerbilli (Viejo mundo); L. aristides, L. enrietti, L. deanei y
L. hertigi (Nuevo mundo); especies identificadas como no patégenas para el hombre.



- Ciclo de Vida e Infeccién
La morfologia de las diferentes especies es esencialmente igual, sin embargo,

ésta cambia durante el ciclo de vida del parasito. El estadio denominado
promastigote se observa sélo cuando el parasito se encuentra dentro del
vector. El promastigote es fusiforme y flagelado, con un nudcleo ubicado en la
parte central del cuerpo, tiene aproximadamente 15 a 20 um de longitud por 1.5
a 4 um de ancho (Figura 3). Un vez que el vector inocula su carga parasitaria al
hospedero mamifero, los parasitos son fagocitados por células fagociticas,
principalmente macrofagos, dentro de las cuales cambian a una forma redonda
u oval, no flagelada, con un gran ndcleo excéntrico, a este estadio se denomina
amastigote (Figura 4).,7

3
|
* t L3
Foto: N. Salaiza )Foto: N. Salaiza
Figura 3. Leishmania mexicana Figura 4. Macrofago infectado (amastigotes)

(promastigote)

Cuando el mosquito se alimenta de un mamifero infectado, ingiere a los
parésitos en estadio de amastigote dentro de la célula infectada. El parasito se
transforma en promastigote en el intestino del insecto y se multiplica por fisién
longitudinal. Los promastigotes dentro del mosco pueden ser desde
ligeramente redondeados (promastigotes prociclicos inmaduros) o elongados y
altamente modviles (promastigotes metaciclicos infectivos). Los promastigotes
metaciclicos infectivos migran hacia la probdscide de flebotomo y son
inoculados al hospedero mamifero, donde son fagocitados por células del
sistema fagocitico mononuclear, como macréfagos. Dentro de la célula

fagocitica, los parasitos se transforman en amastigotes y vuelven a proliferar



rapidamente por fisién binaria lisando al macréfago. Los amastigotes liberados
infectan a otros macréfagos o circulan por la linfa, sangre y liquido tisular,

cerrandose el ciclo si son de nuevo ingeridos por un flebotomo.sg

Infeccion Reinfeccion
1 . .
[ f. - Mamfe}st_amones
e @ Vi~ @& @ clinicas

Figura 5. Ciclo de vida de Leishmania sp.

1.3 Epidemiologia

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ubica a la leishmaniasis como la
cuarta enfermedad mas importante en el tropico, que afecta a 88 paises de los
cuales 22 pertenecen al Nuevo Mundo y 66 al Viejo Mundo. Se estima que
existe un prevalencia global de 12 millones de casos con una incidencia de 1.5
a 2 millones de casos anuales (1.0 a 1.5 millones corresponden a formas
cutdneas y 500 000 a viscerales).,3 Dado que la infeccién por Leishmania sp.
depende de la relacién ecoldgica entre la actividad humana y el sistema de
reservorio, se calcula que 350 millones de habitantes de zonas endémicas
estdn en riesgo de infeccion. El riesgo va en aumento debido a factores
humanos tales como la migracion, deforestacion y urbanizacién, ademas de

factores ambientales que afectan la distribucion del vector, pues hoy en dia se



comienzan a informar de casos en zonas peridomicilarias, donde nunca antes
se habia presentado.; ss

Dentro de las formas cutaneas se puede hacer la distincion entre la tipo
zoonodtica que involucra un reservorio animal y la antroponética, en la que los
humanos son considerados la Unica fuente de infeccion para el vector, ésta
ultima sélo se presenta en los paises del Viejo Mundo. Latinoamérica es uno de
los principales focos de leishmaniasis cutanea de tipo zoonética provocada por
la infeccidn de especies pertenecientes a los complejos L. (Viannia) braziliensis
y L. (Leishmania) mexicana. Los vectores son extremadamente diversos y los
reservorios son comunmente roedores y otros mamiferos de mayor tamafio que
habitan en areas boscosas y/o selvédticas, s6lo algunos pertenecen a areas
peridomésticas como los perros. EI que roedores y perros actien como
reservorios, es un importante factor de riesgo, pues es mas comun el contacto
del humano con estos animales, llevando el ciclo de transmision del parésito
hacia las zonas habitadas. En estos tiempos, la infeccion por Leishmania sp.
esta menos restringida a personas cuyas actividades laborales los llevan a
trabajar dentro de las zonas selvaticas y el rango de edad de las personas

infectadas esta incrementandose. »,

- Las Leishmaniasis en México

En nuestro pais, la leishmaniasis es una enfermedad que probablemente se
presenta desde tiempos prehispanicos segun revela una urna olmeca cuyo
rostro presenta marcas posiblemente relacionadas a la leishmaniasis cutanea
diseminada descrita por Martinez Marafion en 1982. La primer descripcion de
la forma cutanea de la leishmaniasis en México se hizo en 1912 por Seidelin,
denominandola “ulcera de los chicleros” debido a que las lesiones se
presentaban con mayor frecuencia en la orejas de las personas dedicadas a
este oficio.s e9

Actualmente las leishmaniasis se distribuyen en los Estados de Coahuila,
Nuevo Ledn y Tamaulipas en el norte del pais; Veracruz, Tabasco, Campeche
Yucatan y Quintana Roo bordeando las costas del Golfo de México y Mar
Caribe; Chiapas, Oaxaca, Guerrero, Michoacan, Jalisco y Nayarit sobre las
costas del Océano Pacifico y San Luis Potosi, Morelos y Puebla en el centro

del territorio.gs



La peninsula de Yucatdn es un claro ejemplo de zona endémica para
Leishmania (Leishmania) mexicana, en donde se ha identificado una
temporada restringida de transmision entre los meses de Noviembre a Marzo.
La rata trepadora (Ototylomys phyllotis) y el ratdbn de campo (Peromyscus
yucatanius) son especies silvestres de roedores que se infectan naturalmente,
los cuales actian como reservorios y cuyos vectores potenciales son

Lutzomyia olmeca olmeca y Lu. cruciata, en toda la peninsula de Yucatan.,, s

1.4 Sindromes Clinicos
La leishmaniasis comprende tres diferentes formas clinicas, relacionadas

directamente con la especie infectante.

- Leishmaniasis cutanea (LC)

Existen dos tipos de LC, la leishmaniasis cutanea localizada (LCL) y la
leishmaniasis cutanea difusa (LCD). La LCL puede ser producida por las
especies pertenecientes a L. major, L. tropica, L. aethiopica y las especies
pertenecientes al complejo de L. (Leishmania) mexicana. La LCD puede ser
producida por L. aethiopica, y dos especies pertenecientes al complejo
Leishmania (Leishmania) mexicana que son Leishmania mexicana Yy
Leishmania amazonensis.,;. 27, 44, 48

Después de la inoculacion se produce una inflamacién local, con secrecion de
histamina y subsecuente infiltracion de neutréfilos y monocitos, que se observa
como una papula eritrematosa y pruriginosa en el sitio de la picadura.,s
Aproximadamente en 15 a 20 dias después de la infeccion, la papula se vuelve
hiperqueratética desarrolldndose posteriormente una ulcera de 0.5 a 3 cm de
didmetro cubierta por una costra, exudado seco, células muertas y una mezcla
de organismos Vivos y muertos.ss, 48 Pueden presentarse una o mas lesiones
dependiendo del nimero de piquetes del vector. La Ulcera es generalmente
redonda, de bordes indurados, fondo limpio e indolora, mientras no exista una
segunda infeccion por bacterias u hongos.ss Al inicio del padecimiento, las
lesiones de pacientes con LCL presentan macrofagos con escasos parasitos
intracelulares y frecuentemente es dificil encontrar macréfagos infectados
(Figura 6), dichas lesiones puede sanar en 6 meses hasta 2 afos, por lo

general espontaneamente o bajo tratamiento.s4, 44



La LCD es la forma cronica de la LC, en la cual el parasito se disemina por la
via linfatica, liquido tisular o sangre desarrollandose mudltiples nodulos por
practicamente toda la piel excepto cuero cabelludo, axilas, regién inguinal,
genitales, palmas de las manos y plantas de los pies.72 Los nodulos son
comunmente descritos como suaves Yy carnosos, a diferencia de los
relacionados a la lepra que son generalmente mas indurados.,7, 30 NoO se
conocen los factores que determinan el desarrollo de la LCD, la forma mas
severa de la enfermedad. Se considera que la respuesta inmune del hospedero
determina el cuadro clinico. Las lesiones de estos pacientes se caracterizan

por tener macréfagos con abundantes amastigotes intracelulares (Figura 7).

. - ws - -
- . p ‘, 3 v‘
. NN §
\ \ ‘\ ‘r"h .‘.‘ ‘
e \o ,’ -« . “
i Y AR ey R
| i &
: . 'i s
1 6, g
4 _ -
to: N. Salaiza | ' tho: N. Salaiza x " ‘
i P £S

Figura 6 y 7. A la izquierda se muestra un tipico macrofago perteneciente a un paciente con
LCL y a la derecha uno de un paciente con LCD. Es claro que otra de las diferencias entre
estos pacientes radica en el nimero de parasitos que se observan en el citoplasma de los
macrofagos.



- Leishmaniasis mucocutanea (LMC)

Este tipo de leishmaniasis es de evolucion crbnica, causada por especies
pertenecientes al complejo L. (Viannia) braziliensis. Esta forma clinica es muy
desfigurante, ya que las lesiones afectan la mucosa nasal y orofaringea.
Conocida también como espundia, la LMC se manifiesta meses o0 afios
después de que la lesion cutanea inicial ha sanado completa o parcialmente.y;
El proceso inflamatorio a lo largo de la mucosa provoca que el paciente tenga
dificultad para respirar y ocasionalmente presenta sangrados en las mucosas
afectadas. Posteriormente pueden desarrollarse ulceraciones cubiertas por un
exudado mucopurulento o producirse hipertrofia de los tejidos del labio superior
y nariz desarrollandose la denominada “nariz de tapir”. La destruccion del tejido
blando y cartilago llega a ser tan severa que ocasiona la pérdida de labios,
partes blandas de la nariz y paladar blando. Las lesiones no llegan a curarse y
la enfermedad progresa, el paciente puede finalmente morir debido a una

infeccion secundaria, aunque la mortalidad es baja.,7 44

- Leishmaniasis visceral (LV)

Esta forma clinica puede ser producida por L. chagasi, L. infantum y L
donovani. Se caracteriza por el desarrollo de hiperplasia de las células del
sistema fagocitico mononuclear del higado, bazo, médula 6sea, nddulos
linfaticos, mucosa del intestino delgado y otros tejidos linfoides. Inicialmente la
hematopoyesis ocurre normalmente, pero se reduce asi como también
disminuye el tiempo de sobrevida de los eritrocitos y leucocitos, produciendo
anemia y granulocitopenia; a su vez las células infectadas comienzan a
proliferar conduciendo al desarrollo de a hepato y esplenomegalia. Aunque
generalmente no se describen lesiones cutaneas previas, es comun que la piel
de los pacientes se torne obscura en cara, manos, pies y abdomen. Por dicho
motivo esta forma clinica se denomina “Kala Azar” o enfermedad negra en la
India.27, 48

Los sintomas y signos que se manifiestan comunmente incluyen intervalos
irregulares de fiebre, presentandose aumentos de temperatura dos o tres
veces cada dia; debilidad, pérdida de peso, hepatomegalia, esplenomegalia,

linfadenopatia, palidez de mucosas y malestar general con apariencia



desmejorada por el obscurecimiento de la piel, junto con los cambios en la

cabellera, que se presenta despigmentada y alterada en su forma natural.,7

1.5 Manejo de la enfermedad

- Diagndstico

En el caso de las LC, el diagnéstico puede confundirse con neoplasias,

infecciones cutaneas por hongos como histoplasmosis o por bacterias como

lepra, sifilis, tuberculosis y antrax cutdneo, por mencionar algunas. En el caso

de la LV, el diagnéstico puede desviarse hacia desérdenes hematoldgicos y

|infétiCOS.27, 34

Debido a esas posibles confusiones, es importante que el diagnostico se haga

con base en un historial apropiado de exposicion (factores epidemioldgicos),

ademas de varias pruebas clinicas combinando técnicas inmunolégicas y de

biologia molecular.

Las pruebas basicas que deben realizarse para el diagndstico de LC son 44:

Impronta: Consiste en obtener una muestra de células o liquido tisular
expuesto de una Ulcera o de una superficie de incision de la lesion por
contacto con un portaobjetos y elaborar preparaciones tefiidas con
Giemsa para observar al microscopio. El liquido tisular también puede
ser obtenido por medio de puncién. Dependiendo de la etapa de
desarrollo de la lesion podran o no observarse parasitos, con excepcion
de la LCD, que sin importar la antigiedad de la lesion siempre podran
encontrarse.

Biopsia: Consiste en la tincion inmunohistoquimicas de cortes de un
fragmento de tejido obtenido de la lesion. Se utilizan anticuerpos anti-
leishmania para localizar parasitos intracelulares.

Intradermoreaccion de Montenegro. Consiste en la inoculaién via
intradérmica 0.1 ml de un lisado de parasitos fijados con fenol. A las 48
horas se espera ver una reaccion eritematosa e indurada en el sitio de la
inyeccién. La prueba se considera positiva cuando la lesion mide mas de
5 mm de didmetro. Histologicamente, la reaccion es de hipersensibilidad
celular de tipo retardado. Reacciones positivas se observan
generalmente en pacientes con LCL, mientras que los pacientes con

LCD presentan reacciones negativas.,;



* Pruebas inmunolégicas/serologia. Se utiliza inmunoflorescencia indirecta
o técnica de ELISA para detectar anticuerpos anti-leishmania.
= Cultivo. Se lleva a cabo un cultivo en medio RPMI a partir de una porcién
de biopsia y observar a los 7 dias si existe presencia de pardsitos.
En el caso de la forma visceral, la presencia de los sintomas antes
mencionados aunado a los resultados de pruebas inmunoldgicas y la
observaciéon de los amastigotes en los tejidos confirman generalmente el
diagnéstico. Sin embargo, las etapas tempranas de la enfermedad son mas
dificiles de identificar.,; Actualmente existen pruebas comerciales para la
identificacion de anticuerpos y antigenos que se estadn usando rutinariamente

en paises africanos, India y en menor grado en paises europeos. 16

- Tratamiento

No existe un tratamiento Optimo para todas las formas de leishmaniasis,
aunque los antimoniales, hasta ahora, son los medicamentos mas adecuados.
Cada area endémica debe establecer su propio régimen de tratamiento basado
en la eficacia y toxicidad.

Las formas cutaneas del Viejo y el Nuevo Mundo son diferentes, pues la
primera es menos severa y generalmente las lesiones curan por si solas en un
periodo de pocos meses 0 afios, sin tratamiento alguno; esta curacién se
asocia al desarrollo de inmunidad protectora.,7, 34

Debido a que las lesiones cutaneas ocurren en zonas descubiertas del cuerpo
tales como el rostro y los brazos, se consideran cosmética o funcionalmente
importantes, por lo que el tratamiento local es lo apropiado para las lesiones
tempranas sin inflamacién. Por otra parte la terapia sistémica es lo adecuado
para los pacientes con lesiones multiples o mas complicadas.zs

Actualmente los medicamentos mas utilizados por su eficacia y menor toxicidad
son los antimoniales pentavalentes, tales como el estibogluconato de sodio
(Pentostam) y el metil glutamina-antimoniato (Glucantime). Ambos fueron
desarrollados en los afos cuarenta, difieren en su eficacia y toxicidad debido a
sus concentraciones diferentes de antimonio (Pentostam: 100 mg/ml;
Glucantine: 85 mg/ml). La via de administracién de ambos es parenteral a una
dosis de 20 mg por kilogramo por dia durante 20 dias. Aunque se sabe que

inhiben la glicdlisis y la oxidacion de acidos grasos en el parasito, no se conoce



su modo de accién, se piensa que inhibe la sintesis de trifosfato de adenosina
(ATP).34, 44

Para la forma visceral se han probado terapias inmunoquimicas combinando
IFN-y con antimoniales pentavalentes, lograndose la curaciéon. Recientemente
se ha dado a conocer el miltefosine, el primer medicamento oral para la LV.44, 56
Sin embargo no existe un tratamiento eficaz contra la LCD, pese que se han
probado diferentes medicamentos sélo se ha llegado a detener o aminorar los

sintomas.

- Prevencion

Ante la falta de una vacuna contra la leishmaniasis, la mejor forma de
prevenirla es evitando la exposicion de la poblacion de las zonas endémicas al
vector. Mediante la aplicacibn de insecticidas pueden disminuirse las
poblaciones del vector en las areas peridomésticas. Por otra parte, la
prevencion debe ser también a nivel personal, primeramente evitando zonas de
riesgo, usando repelentes y ropa que proteja a la persona de posibles
picaduras, asi como usar redes de cama o pabellones.ss

Otra medida importante de prevencion es el control de la infeccién de aquellos
animales que sirven como reservorio de la leishmaniasis zoondtica,
especialmente los perros, debido a la convivencia de estos animales con el
hombre. Ya que es aun mas dificil detectar la infeccién en los perros, se ha
recurrido la aplicacién de insecticidas directamente sobre el pelaje del animal,
reduciendo el numero de picaduras y protegiéndolo de la infeccién, sin
embargo esta aplicacion debe repetirse regularmente. Una nueva opcion es la
utilizacién de collares tratados con deltametrin, que permite que el perro este

protegido por un periodo mayor a los 8 meses.ss

2. RESPUESTA INMUNE

Se denomina inmunidad al estado de proteccion contra las enfermedades
infecciosas (immunis= libre).; La respuesta inmune es tan compleja que se ha
tratado de dividir con base en la caracterizacién de sus eventos, tales como
tiempo, especificidad, diversidad y memoria inmunoldgica, dividiéndola en

respuesta inmune innata y respuesta inmune adaptativa. Sin embargo, esta



division es demasiado generalizada por lo que también se puede dividir en

respuesta inmune innata, celular y humoral.

- Respuesta Inmune Innata

La respuesta inmune innata es el mecanismo de defensa mas antiguo
filogenéticamente entre los organismo pluricelulares.; También conocida como
inmunidad natural, constituye la primera linea de defensa contra infecciones.
Los elementos celulares y moleculares de ésta respuesta actlan contra
estructuras moleculares caracteristicas de los microorganismos sin ser
especificos a un patégeno.; 29 Incluye componentes fisicos y quimicos,

proteinas circulantes en sangre y células

Barreras. Constituyen la primera linea de defensa que previene la entrada de
patégenos al cuerpo. Las principales barreras epiteliales son la piel y
membranas mucosas, que actian como barreras fisicas. La piel y
membranas mucosas producen barreras quimicas. Las secreciones como
sudor saliva, lagrimas, moco y sebo proporcionan un pH contrario a las
condiciones requeridas para los patdgenos. Estos fluidos corporales poseen
componentes antibioticos, las defensinas son los péptidos mejor conocidos
de este tipo.; En estas barreras también se hospeda flora propia que compite
con los patégenos por los recursos.

También pueden considerarse otras elementos como barreas fisioldgicas,
como son la temperatura corporal y el Acido gastrico, éstos evitan el
desarrollo de patdgenos.,g

Proteinas. Las proteinas plasméaticas pueden combatir a los
microorganismos que entren en la circulacion. Los componentes del sistema
de complemento constituyen la mayor parte de las proteinas en la circulacion.
El sistema de complemento comienza con el reconocimiento del
microorganismo mediante 3 vias posibles: via alternativa o de reconocimiento
directo de estructuras en la superficie del microorganismo, via clésica o por
deteccion de anticuerpos unidos a la superficie del microorganismos a través
de la proteina de complemento C1 y via de la lectina o activacién de la via
clasica desencadenada por el reconocimiento de residuos de manosa en

glicoproteinas o glicolipidos microbianos por lectinas de unién a manosa. Una



vez desencadenado el sistema de complemento, el proceso proteolitico de la
C3 genera el fragmento C3b que unido a la superficie microbiana actia como
opsonina que promueve la fagocitosis del microorganismo. El fragmento C3a
es liberado y estimula el proceso inflamatorio. C3b en conjunto con otros
elementos generan una proteasa que actla proteoliticamente sobre la
proteina C5. El fragmento C5a desencadena el flujo de neutréfilos hacia el
sitio de infeccion y recluta componentes de fase aguda importantes en el
proceso inflamatorio. C5b inicia la formacion del complejo proteinico de C6,
C7, C8 y C9. Este complejo proteinico constituye una proteasa que causa la
lisis del microorganismo.;

Células . Se refiere a células tales como monocitos, neutréfilos y macréfagos
tisulares que discriminan los antigenos propios de aquellos ajenos al cuerpo,
esto gracias al reconocimiento de los denominados patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs). Los PAMPs constituyen estructuras
moleculares compartidas por una gran parte de los patdgenos, pues
generalmente corresponden a elementos esenciales para la fisiologia de
estos. Al grupo de receptores en las células del hospedero que identifican los
PAMPs se les denominan receptores de reconocimiento de patrones (PRR-
pattern recognition receptors).ss

Fendmeno inflamatorio . Esta repuesta es inducida por el dafio fisico o por
introduccion del patégeno, e involucra 3 eventos principales: la
vasodilatacion, el edema y la migracion de fagocitos.

El incremento del diametro de los vasos sanguineos y el aumento en la
permeabilidad de los tejidos, permite la extravasacion de células fagociticas
como los neutréfilos y macréfagos. La emigracion de los fagocitos es un
proceso de multiples pasos, que incluyen la adherencia de las células a la
pared endotelial de los vasos sanguineos o marginacion, la emigracion entre
las células endoteliales del capilar o diapedesis y finalmente su migracién a
través del tejido hacia el sitio de invasion o quimiotaxis. 29

El proceso inflamatorio es iniciado por diversos mediadores, cuya interaccion
aun no se ha entendido por completo. Algunos de estos mediadores son
derivados del agente infeccioso, otros son liberados por las células afectadas
en repuesta al dafio, otros son generados por diversos sistemas enzimaticos

del plasma y otros mas son productos de los glébulos blancos que participan



en la repuesta inflamatoria. Entre los mediadores liberados por las células
dafiadas estan varias proteinas séricas llamadas proteinas de fase aguda; la
proteina C reactiva es la proteina de fase aguda producida en mayor cantidad
por el higado en respuesta al dafio tisular. La histamina es uno de los
principales mediadores de la respuesta inflamatoria que son liberados por las
células en repuesta al dafio sufrido; esta molécula causa la vasodilatacion de
los vasos sanguineos.i, 29

Los neutrdéfilos son las primeras células en llegar al sitio de infeccion, ya que
aparecen desde los 30 minutos post-infeccion. Los neutréfilos son fagocitos
que poseen granulos con enzimas liticas y sustancias bactericidas, que junto
con los mecanismos microbicidas dependientes e independientes de oxigeno
logran la destruccion del microorganismo fagocitado. Los mecanismos
dependientes de oxigeno en los fagocitos tienen como resultado la
produccion de intermediarios reactivos del oxigeno y del nitrégeno que
resultan altamente toxicos para los microorganismos fagocitados. Por otra
parte los mecanismos microbicidas independientes de oxigeno se enfocan en
la sintesis de péptidos citotdxicos y antimicrobiales denominados defensinas.
Estas moléculas ricas en cisteina, forman canales i6nicos en las paredes de
las bacterias que permiten el paso de iones afectando el equilibrio osmatico,
llevandolas a la muerte.

Posteriormente los macrofagos arriban al sitio donde se esta llevando a cabo
el proceso inflamatorio. Los macrofagos se activan por citocinas secretadas
por células TH1, por mediadores de la respuesta inflamatoria como las
denominadas proteinas de fase aguda, la histamina y cininas, o por
componentes de la pared bacteriana. Una vez activados, los macréfagos son
capaces de fagocitar antigenos exdgenos, formandose un fagosoma que se
unird con un lisosoma formando un fagolisosoma. El lisosoma contiene
enzimas hidroliticas que digieren el material fagocitado. Durante la fagocitosis
se desarrollan mecanismos microbicidas dependientes de oxigeno, es decir
se lleva a cabo el estallido respiratorio, un proceso metabdlico que resulta en
la activacion de una oxidasa unida a membrana que cataliza la reduccion de
iones oxigeno en aniones superoxido (Oy), el cual resulta muy toxico para los
microorganismos. El anién superdéxido a su vez genera otros agentes

oxidantes tales como los radicales hidroxilo (OH) y peréxido de hidrogeno



(H20,). Ademés, cuando un macréfago es activado por una molécula como
un lipopolisacérido (LPS), junto con la accién de interferén gamma (INF-y),
incrementa la expresion de la enzima oxido-nitrico sintasa inducible (iNOS), la
cual oxida el amio&cido L-arginina a L-citrulina y oxido nitrico (NO). EI NO es
un gas con una potente actividad antimicrobial, que puede potenciar su
efectividad al combinarse con O;. Existen evidencias de que el NO y
sustancias derivadas de éste, son los principales medios de los cuales se
vale el macrofago para actuar en contra de bacterias, hongos, gusanos
parasitos y protozoarios.zg

Otras células como linfocitos, monocitos, eosindfilos, basofilos y mastocitos

llegan al sitio del dafio tisular y colaboran con la eliminacion del patégeno.

- Respuesta Inmune Humoral

Se caracteriza por la participacion de anticuerpos, glicopoteinas constituidas de
dos cadenas pesadas y dos ligeras unidas por puentes de disulfuro, secretados
por las células plasmaticas provenientes de linfocitos B.; Los linfocitos B
proliferan gracias a la identificacion de antigenos mediante otra molécula de
anticuerpo unida a su membrana llamado receptor B, induciendo al linfocito a
dividirse, dando paso a células B de memoria y células B efectoras o células
plasmaéticas.

Los anticuerpos se unen al antigeno, opsonizandolo para que sea fagocitado.
Adicionalmente activan al sistema de complemento, neutralizan toxinas y evitan

la unién del patégeno a las células blanco cubriendo sus epitopes. 29

- Respuesta Inmune Celular

Los linfocitos T son las células que participan en la respuesta inmune celular.
Se generan en la médula 6sea y maduran en el timo. La maduracion implica,
entre otros cambios, la expresidbn de una molécula de unidon a antigenos
denominada receptor de células T (TCR). A diferencia del receptor B, el
receptor T no reconoce a los antigenos directamente, necesita que estos estén
unidos a ciertas proteinas de membrana llamadas complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) existentes en células presentadoras de antigenos,
como son los macrofagos y las células dendriticas. 1, 29 Existen dos tipos de

moléculas MHC: MHC de clase |, que presenta antigenos enddégenos



generados en el citosol y MHC de clase Il, que presenta antigenos exégenos,
procesados en vesiculas endociticas. Los péptidos antigénicos que cada una
presenta son reconocidos por una subpoblacion diferente de linfocitos T. Las
moléculas clase | del MHC se forma de una cadena o unida a una pequefia
proteina de B2 microglobulina y la expresan la mayoria de las células
nucleadas. Por su parte las moléculas clase Il del MHC se componen de una

cadena a y una [ de glicoproteina y se encuentran en las células

presentadoras de antigenos.zg 62

Las subpoblaciones maduras de linfocitos se diferencian por poseer un
determinado tipo de glicoproteinas de superficie. Los linfocitos que expresan la
glicoproteina CD4 reconocen restrictivamente a los péptidos antigénicos
presentados por la molécula MHC de clase Il y en general constituyen a células
cooperadoras (Tw), que al reconocer el antigeno en asociacion con moléculas
coestimuladoras se activan y se transforman en células efectoras. Las células
CD4" efectoras forman dos subpoblaciones que se diferencian debido al patron
de citocinas que secretan, el cual es determinante en la activacion de otras
células.,

La respuesta inmune es regulada en primer lugar por el antigeno y en segundo
por la interaccién entre linfocitos, células presentadoras de antigenos y las
moléculas que producen, tales como anticuerpos y citocinas. El patron de
citocinas producido por las células CD4" efectoras puede promover una
respuesta inmune mediada por células (Th1) o una respuesta inmune en la que
predomine la accion de anticuerpos (Th2).29

Las citocinas fundamentales para el desarrollo de la llamada respuesta Thl son
el IFN-y, las interleucinas 2 (IL-2), IL-12 y la IL-18, las cuales estan
relacionadas al proceso inflamatorio y dafio tisular. La citocina IL-18 es
producida por macréfagos y queratinocitos en el inicio de la respuesta inmune
La citosina IL-18 en principio estimula la respuesta Th1l inducida por IL-12. Las
citocinas IL-18 e IL-12 actian en conjunto estimulando la proliferacion de
células Thl diferenciadas (células T) y células asesinas naturales o NK (natural
killers), promoviendo también la produccién de IFN-y en estas células.s;, 73 El
IFN-y activa a los macrofagos, incrementa la expresion de la molécula de MHC
de clase | y clase Il e incrementa la presentacion de antigenos. Otras funciones

del IFN-y son el regular la produccion de IL-12 en los macrofagos y células



dendriticas y activar el receptor de esta citocina en células T activadas. La IL-
12 es una citocina muy importante para el desarrollo y activaciéon de las células
Thl. La IL-2 es otra citocina secretada por las células T, sus funciones incluyen
promover la proliferacién y diferenciacion de células T antigeno-especificas, asi
como la activacion y proliferacion de células NK.;

En el caso de la denominada respuesta Th2, destaca la participacion de las
citocinas IL-4, IL-5 e IL-10. La influencia de la IL-4 es critica para direccionar la
respuesta inmune hacia un tipo Th2, pues activa y promueve la proliferacion de
células B productoras de inmunoglobulina IgG, lo que no activa el sistema de
complemento. Ademés la IL-4 en conjunto con la IL-5 induce la produccion de
IgE y sostienen la actividad de eosinofilos. Por su parte la IL-10 secretada por
células Th2, actla sobre las células Thl inhibiendo la sintesis de citocinas. La
IL-18 estimula directamente a baséfilos y mastocitos a producir citocinas
propias de la respuesta Th2.s3

Por otra parte, los linfocitos CD8, son en su mayoria células efectoras
citotoxicas (T¢), que una vez activadas gracias a la accion de citocinas y al
reconocimiento de antigenos unidos a moléculas MHC de clase |, proliferan y
se diferencian en linfocitos T citotéxicos. Cuando el linfocito T CD8 reconoce a
la célula infectada puede utilizar al menos 3 mecanismos para inducir su
muerte, ya sea mediante la accion conjunta de las perforinas y granzimas, de

FaslL/Fas asi como la liberacion de citocinas como TNF-o. El linfocito CD8

ejerce su funcion efectora mediante la exocitosis de granulos liticos, los cuales
contienen moléculas de perforina que son capaces de insertarse en la
membrana de la célula blanco, formando poros y provocando el colapso del
potencial de membrana. Sin embargo, la funcion mas destacada de la perforina
es permitir el paso de otras moléculas de los granulos liticos del linfocitos, las
granzimas. La Granzima B pertenecen a la familia de las catepsinas y
desencadena la cascada de sefalizacion del proceso apoptético.7o Por otra
parte, el linfocito CD8 puede inducir la apoptosis de la célula blanco mediante
la expresion en su membrana de FasL/CD95, ligando que induce la
trimerizacion del receptor Fas/CD95/APO-1 en la célula blanco. La unién de

TNF-a al receptor TNFR-I también desencadena el proceso apoptotico.s;

Los linfocitos CD8+ actian de forma significativa en contra de células

infectadas por virus, bacterias y protozoos.zz Aunque aun no se entiende por



completo los mecanismos mediante los cuales otras células contribuyen en la
adecuada respuesta de los linfocitos CD8, se han identificado la participacion
de las células CD4 y células dendriticas. Se ha planteado un modelo que
describe el proceso mediante cual podrian estar interactuando las células T
CD8, CD4 y dendriticas. Las células dendriticas fagocitan al antigeno del medio
extracelular o de los restos de células en apoptosis 0 en necrosis. El antigeno
es procesado y presentado via MHC clase I, las células CD4 lo reconocen y
sobre-regulan la expresion de CD40L. La interacciéon de los linfocitos CD4 y
células dendriticas mediante CD40L-CD40, activa a las células dendriticas que
a su vez estimulan a las células T CD8 virgenes que reconocen al antigeno
presentado por las células dendriticas mediante la molécula MHC I.1, 29, 35 Las
células dendriticas pueden activarse por la interaccién con células T CD4+

recientemente activadas incluso si estas Ultimas se encuentran en apoptosis.sg

- Respuesta inmune en leishmaniasis

La picadura del vector desencadena la respuesta inmune en el hospedero,
iniciando con una respuesta inflamatoria en el sito de la picadura. Ademas del
dafio mecénico producido por la introduccion de la probéscide del mosco en la
piel del hospedero, el mosco secreta saliva junto con la que inocula al parasito,
lo que favorece la infeccion.; Experimentalmente se ha encontrado que la
saliva del vector exacerba el desarrollo de las lesiones cutdneas causadas por
diferentes especies del género Leishmania. Esto es debido a que contiene un
péptido llamado maxadilan el cual interfiere o inhibe la produccién de citocinas
y la expresion de moléculas co-estimuladoras en monocitos y células
dendriticas lo cual afecta la presentacion de antigenos.17

Asi mismo, en la especie Phlebotomus papatasi se ha detectado la existencia
de una pequefia molécula soluble en etanol, la cual ejerce una gran capacidad
inhibitoria sobre la protein-fosfatasa 1 (PP-1) y la protein-fosfatasa 2A (PP-2A)
de macrofagos murinos. Esta molécula es probablemente la responsable de la
reduccion en la expresion de la oxido nitrico sintasa inducible y por lo tanto, de
la disminucion de la produccion de NO en macréfagos murinos.7; Norsworthy y
col. (2004) también detectaron la disminucion en la produccién de NO ademas

de altos niveles de interleucina 10 en macrofagos derivados de médula 6sea



que fueron expuestos al extracto de glandulas salivales de Lutzomyia
longipalis.

Como parte de la respuesta inflamatoria, se reclutan células de la respuesta
inmune innata, que en conjunto montan una respuesta en contra de los
parasitos inoculados. Como se mencion6é anteriormente, en los primeros
momentos de la infeccion migran neutrdéfilos, los cuales actian como células
fagociticas, liberando quimiocinas tipo IL-8, que promueven la migracién de
mas neutroéfilos al lugar de la inoculacion. Estos polimorfonucleares tienen una
vida corta, permaneciendo de 6 a 10 horas en circulacion y posteriormente
mueren por muerte celular programada o apoptosis. Después de dos o tres
dias, se desencadena la migracion de monocitos responsables de ingerir tanto
a los parasitos como a los restos de los neutréfilos muertos.;

Otra célula de la respuesta inmune innata que participa desde el inicio de la
infeccion es la célula NK, cuya actividad citotoxica no esta restringida por
moléculas MHC. Las células NK son linfocitos derivados de médula 6sea que
actlan sobre las células infectadas ejerciendo un proceso litico y secretando
IFN-y.1 El papel de las células NK es sumamente importante en el control de la
leishmaniasis porque su activacion induce la produccién de citocinas como IFN-
v Y TNF-a que activan macréfagos, lo que aunado a su capacidad litica de las
mismas células NK, limita el crecimiento de los parasitos.es, 67

La IL-12 es una citocina relacionada a la activacion de las células NK. Es
secretada principalmente por células dendriticas aunque también por
macrofagos. Las células dendriticas son células presentadoras de antigenos
gue fagocitan al parasito Leishmania sp. y migran a los érganos linfoides, en
donde presentan el antigeno a las células T, induciendo la respuesta inmune
mediada por células. Llama la atencion el hecho de que la carga parasitaria de
células de Langerhans (células dendriticas ubicadas en epidermis y mucosas)
es mucho mas baja respecto a la observada en macrofagos, sin embargo son
estimuladoras més potentes que estos.go Las células dendriticas, junto con los
macrofagos también pueden secretar citocinas antiinflamatorias como la IL-10.
Las células dendriticas infectadas por Leishmania sp. sufren diversas
afectaciones que dependen del subtipo de células dendriticas y la especie del
parasito. En la infeccion in vitro de células dendriticas murinas derivadas de

médula 6sea por L. mexicana, se encontr6 que estas células redujeron la



capacidad de secrecion de IL-12 y también se afect6 la capacidad de
maduracioén. Estas propiedades fueron restablecidas con un estimulo adicional
de IFN-y mas LPS (lipopolisacarido).11

Células dendriticas como macréfagos interactian con células T mediante las
moléculas coestimuladora CD40 con CD40L, lo cual es determinante en la
resolucion de la enfermedad. El reconocimiento antigénico por linfocitos T en
estas células presentadoras de antigenos (CPAgs) en presencia de moléculas
coestimuladoras como CD40/CD40L induce la produccion de IL-12. Esta activa
a las células T e induce la produccion de IFN-y. Esta citocina desencadena los
mecanismos leishmanicidas en los macréfagos incrementando la transcripcion
de INOS vy la liberacion de NO. Otra citocina liberada por los linfocitos T es
TNF-o que actia de manera sinergista con IFN-y en la induccién de NO en
macrofagos. Una evidencia de lo anterior es el hecho de que al usar

anticuerpos neutralizantes anti-TNF-o, se exacerba la enfermedad en ratones

resistentes CBA y C3H.; También se ha establecido en modelos murinos que el
estallido oxidativo es importante en el control de la enfermedad, pues se
demostré que H,O, y O,- tienen una participacién importante en la actividad
leishmanicida de macréfagos.s

El parasito Leishmania ha desarrollado diversas estrategias para evadir la
respuesta inmune innata del hospedero. Desde el inicio de la infeccion el
pardsito es protegido por la saliva del vector. Posteriormente, utilizan los
mecanismos de la respuesta inmune para infectar a la célula blanco. Se ha
reportado que los promastigostes metaciclicos tiene la capacidad de protegerse
del complejo C5b-C9 del complemento, evitando su insercion mediante la
elongacion de la cadena correspondiente al fosfoglicano de la molécula LPG
(lipofosfoglicano predominante en la membrana del parasito). Por otro lado, la
proteasa de superficie gp63 de Leishmania acelera la conversion de C3b a
C3bi lo cual facilita la unién de la Leishmania al receptor de complemento CR3
de los macrofagos.;p La fagocitosis mediante estos receptores también
favorecen la sobrevida del parasito, ya que no inducen un buen estallido
oxidativo.3

Una vez dentro del macréfago, el parésito modula la funcion leishmanicida. La
LPG inhibe el estallido oxidativo y la pg63 puede degradar las enzimas

lisosomales del fagolisosoma.



Se ha descrito, que si el macréfago es activado adecuadamente por citocinas
IFNy y TNF-a, lograria contrarestar los mecanismos de evasion del parasito.7, 1o
En dicha activacion pueden participar células de la respuesta inmune innata,
como las células NK, o bién células de la respuesta inmune adaptativa como
son los linfocitos CD4 Thl. Una respuesta Thl también se asocia a una
respuesta humoral con predominio de isotipos IgG1 e 1gG3, inmunoglobulinas
opsonizantes del parasito, cuyos receptores Fcy estan en el macrofago. La
fagocitosis a través de estos receptores induce un potente estallido oxidativo
favoreciendo la eliminacion del parasito.ig, 37

También la participacion de linfocitos T CD8+ es sumamente importante para
controlar la parasitosis ya que estos linfocitos ejercen dos funciones: tienen la
funcion citotoxica sobre macrofagos infectados y adicionalmente pueden
secretar citocinas activadoras de macréfagos favoreciendo la muerte de los
parésitos intracelulares. La importancia de las células CD8+ se demostro
gracias a la eliminacion en ratones del gen de 32-microglobulina, cuyo producto
forma parte de la estructura de las moléculas MHC de clase |. Los animales
sufrieron una deficiencia en la generacion de linfocitos T citotoxicos CD8+ y se
observd que se volvian més susceptibles a infecciones por patégenos
intracelulares como Mycobacterium tuberculosis y Trypanosoma cruzi. Entre las
evidencias del papel de los linfocitos CD8+ en la leishmaniasis se encuentran
los resultados de Da-Cruz y cols. (1994) y de Gaafar (1999) quienes informan
gue durante la fase aguda de la formacion de las lesiones y durante el proceso
de eliminacion de L. major, se observa un alto nimero de linfocitos T CD8+ en
lesiones y en sangre periférica. Posteriormente, en el 2002, el grupo de Da-
Cruz y cols. encontraron que durante la infeccidn activa de pacientes infectados
con L. braziliensis, la proporcién de células CD4+ es mayor que la de células
CD8+, sin embargo durante el proceso curativo el niumero de linfocitos CD8+
se incrementa y dicha proporcién cambia acercandose al equilibrio. También en
lesiones de pacientes con LCL infectados por L. braziliensis se encontré una
alta frecuencia de linfocitos CD8+ en apoptosis durante la fase activa de la
enfermedad. No obstante la frecuencia fue significativamente menor en los
pacientes que presentaron curacion espontanea.g

Los pacientes con LCD presentan una respuesta inmune del tipo Th2 con
citocinas IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13 y cursan con una enfermedad progresiva que



los lleva a la muerte. En estos pacientes se demostré que los linfocitos CD8
tienen disminuida su capacidad citotdxica asi como la produccién de citocinas
activadoras de macrofagos IFNy y TNF-o.g, 63

Aun gquedan muchas interrogantes sobre el papel que juegan cada uno de los
subtipos celulares de la respuesta inmune, no sélo aquellos relacionados a la
respuesta innata sino también los linfocitos T CD4 y T CD8, que son
importantes en definir la resistencia o susceptibilidad a la leishmaniasis, tanto

por su produccion de IFNy y TNF-a, como por su funcion células citotoxicas con

capacidad de inducir apoptosis en los macréfagos infectados.



3. MUERTE CELULAR PROGRAMADA (APOPTOSIS)

3.1 Definicién

La muerte celular programada (MCP) o apoptosis (apo = separacion; ptosis =
caida) es un proceso activo de la célula, que al detectar alguna anormalidad
como mutaciones o al ser infectada, pone en marcha la maquinaria apoptotica
codificada en su genoma, lo que comunmente también se le conoce como
suicidio celular. Se diferencia de la necrosis, por que esta Ultima se presenta
necesariamente al existir un dafio del medio externo sobre la membrana
celular, provocando que la célula pierda total control de la regulacién del
intercambio entre su medio interno y el externo.

Las diferencias entre la apoptosis y necrosis se resumen en el siguiente

cuadro;s ea:

Apoptosis || Necrosis

= Proceso dirigido genéticamente por lajj = Fenomeno provocado por un dafig
célula misma en respuesta a sefiale excesivo del medio externo

externa y/o internas

= Importante en el desarrollo, homedstasigj] = Constituye una muerte patologica
y respuesta inmune

= Las etapas del proceso se puedenfl= Se distingue el aumento del volumen
dividir en tres fases: iniciacion, ejecucionf] celular debido a la entrada de agua pon
(reduccién de tamafio y I la ruptura de la membrana plasmatica,

fragmentacion del genoma enl ademds de la condensacion

fragmentos de una longitudf degradacién irregular de la cromatinaj
determinada) y eliminacion (fagocitosi hay alteracién en los organelos y se
de restos celulares). libera el contenido celular.

= No hay respuesta inflamatoria = Reaccioén inflamatoria

Por tanto, la apoptosis es un proceso innato y evolutivamente conservado que
juega un papel muy importante en el desarrollo y salud del organismo, en
donde la célula participa activamente en su eliminacién procurando el control

de las poblaciones celulares sin dafiar las células adyacentes. 13



Con base en la caracterizacion de los eventos que lo componen, el proceso
apoptético se puede dividir en tres etapasea:
1. Fase de iniciacion
Comprende la recepcion del estimulo, ya sea interno o externo. Las
sefiales intracelulares se originan por estrés bioldgico, iniciando la via
intrinseca, con la liberacién del citocromo C de la mitocondria. Las
sefiales extracelulares requieren de la unidon con el ligando de la
membrana plasmatica en la célula receptora (célula blanco), con lo que
se desencadena la cascada de sefializacion (via extrinseca) compuesta
de mediadores génicos y bioquimicos intracelulares que inicialmente
intentan reparar los dafios celulares. Si estos fallan, se sigue con el
proceso de la muerte celular. Los inductores de la muerte celular pueden
ser fisiolégicos, tales como hormonas y citocinas; bioldgicos, es decir
virus, bacterias, parasitos etc; quimicos (farmacos) o fisicos
(radiaciones).
Dependiendo del estimulo se describen dos rutas: la via extrinseca cuyo
inicio radica en el establecimiento de conexiones con el espacio
extracelular y la via intrinseca también denominada mitocondrial y
anteriormente “de la ceramida”; ambas desencadenan la cascada de
sefializacion que comprende la siguiente fase del proceso apoptotico.
2. Fase de ejecucion

Una vez recibido el estimulo proapoptético, la célula sufre
modificaciones morfoldgicas y bioquimicas. Comienza a perder contacto
con las células vecinas debido a la alteracion de las moléculas de
adhesion, la membrana se deforma formando ondulaciones o
abombamientos, el citoplasma se contrae y la célula disminuye en
tamafo. Otro cambio, importante para la posterior “limpieza” de los
restos celulares, es la exposicion del fosfolipido fosfatidil serina, propio
de la capa interna de la membrana citoplasmaética.
Las sefiales que inician la via extrinseca se reciben a través de los
receptores transmembranales pertenecientes a la familia del receptor del
TNF-a que incluye también a la proteina FAS (también llamada CD95).39
Los ligandos activadores de estas vias son las proteinas ligando FAS

(FAS L) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). Diversos miembros



de la familia TNF presentan un dominio de muerte (Death Domain o DD)
asociado en su porcién intracelular a proteinas adaptadoras tales como
el receptor TNF asociado al dominio de muerte (TNF receptor associated
death domain o TRADD) para el receptor TNFR-I y el factor asociado al
domino de muerte (Factor associated death domain o FADD) para
FAS.13

Los DD promueven la activacion de las proteinas mediadoras y
efectoras de la apoptosis denominadas caspasas, que son los
mediadores y efectores de mayor responsabilidad durante esta fase del
proceso y hasta su término (ver figura 8).s9 Las caspasas constituyen
una familia de proteasas de cisteina que se encuentran como cimgenos
inactivos en el citoplasma, constan de tres dominios: un prodominio N-
terminal altamente diverso requerido para la activacion del cimégeno, un
dominio correspondiente a una subunidad grande (p20) y una subunidad
enzimatica (pl10). Durante su activacion sufren un procesamiento
proteolitico que origina la enzima madura constituida de dos
heterodimeros  p20/p10, que exponen dos sitios activos
independientes.sg Se dividen en tres subfamilias segin la homologia en
sus secuencias de aminoacidos, la funcion de los miembros de las
subfamilias | y Il esta ligada al proceso apoptotico. Las caspasas 2, 8, 9
y 10 son miembros de la subfamilia | denominadas caspasas
activadoras. Las caspasas 8 y 10 en su forma inactiva poseen
prodominios largos, los cuales contienen un DED. Las caspasas 2y 9
poseen dominios de reclutamiento asociados a caspasas o CARDs
(Caspase-Associated Recruitment Domains). La subfamilia Il comprende
a las llamadas caspasas ejecutoras o efectoras 3, 6 y 7, las cuales
presentan predominios cortos que no estan involucrados con las
interacciones proteina-proteina.zs

El DD de TRADD tiene la capacidad de unir otras proteinas asociadas a
DD, incluyendo FADD. La proteina adaptadora FADD interacciona con
dos modulos protéicos, uno DD y un dominio efector de muerte o DED
(Death Effector Domain). Se ha observado que la presencia de FADD
desempefia un papel importante en la unién de caspasas con los

receptores de la familia TNF, ya sea mediante su DD unido a TRADD o



mediante la interaccién directa con el DD citosoélico de los receptores y
usando su DED para unir DED asociados a caspasas. Los DED
expuestos interaccionan con los DEDs en los prodominios de la caspasa
8, lo cual induce la oligomerizacion de la procaspasa 8. Posteriormente
se forma un complejo proteico masivo denominado DISC (death-
inducing signal complex). En este complejo se compactan dos
subunidad lineares de la procaspasa 8 que se autoactiva en capasa 8.
Existen diferencias en la activacion de la procaspasa 8 segun la linea
celular en la que ocurra. En células linfoides la caspasa 8 es fuertemente
activada, por lo que puede activar directamente la cascada de
sefializacion de procaspasas. La activacion de la procaspasa 10 es
similar a la de la procaspasa 8. La caspasa 10 puede actuar de manera
independiente a la caspasa 8, funciona principalmente en células
linfoides. La sefial pro-apoptética proveniente del receptor Fas en
células T recluta y activa procaspasa 10. El reclutamiento de la
procaspasa 2 por los receptores activos, se da mediante adaptadores
tales como las proteinas de interaccién con el receptor o RIP (Receptor-
interacting protein) homdlogo a los DDs y TRADD. Después de ser
reclutada, la procaspasa 2 es activada.»s

En general hay pocos cambios en los organelos, las cisternas del
reticulo endoplasmico se ensanchan y se fusionan, pero los cambios en
la mitocondria son de especial atencion. La via mitocondrial o intrinseca,
se conoce también como la via de las ceramidas por que este
glucolipido interviene en la liberacion del citocromo C. La ceramida se
sintetiza en el reticulo endoplasmico y mitocondrias y la activan agentes
externos a traves de la esfingomielina o las vias de Fas y TNF, ademas
de las alteraciones no corregidas en el material genético que activan la
sintesis de la proteina del gen p53. Este glucolipido, aunado a otras
proteinas, interviene en los cambios i6nicos entre la matriz mitocondral y
el citoplasma, produciendo un descenso del potencial transmembranal.
Se desacopla la cadena de transportacion de electrones, se incrementa
la generacion de especies reactivas del oxigeno y se aumenta la
permeabilidad de la membrana interna de la mitocondria liberando el

citocromo C (ver figura 8).39



En la ruta mitocondrial, estan involucradas proteinas de la familia Apaf-1
(apoptotic protease activation factor-1 o factor 1 de activacion de
proteasas apoptoticas) en la activacidon de las procaspasas.,s Estas
proteinas son proteinas adaptadoras con un dominio CARD en
combinacion con un dominio de union y oligomerizacién de nucléotidos.
Los dominios CARD de Apaf-1 y de las procaspasas interactian
teniendo como resultado la activacién de las caspasas. Las proteinas
Apaf-1 poseen un dominio regulatorio que su oligomerizacion sea
dependiente de ATP (adenosin trifosfato) o dATP (deoxiadenosin
trifosfato). Las moléculas de Apaf-1 oligomerizadas en conjunto con la
procapasa 9 y el citocromo C forman el complejo masivo conocido como
apoptosoma.is, 25, s9 Los dominios CARD de Apaf-1y de la procaspasa 9
son de formas complementarias y cargas opuestas, su interaccion activa
la proscaspasa 9. La caspasa 9 activa tiene la capacidad de activar a su
vez a las procaspasas 3 y 7. La caspasa 3 activada puede activar a la
procaspasa 9 con lo que se forma una ruta de retroalimentacion positiva
proapoptética.zs

La via mitocondrial es gobernada por la familia de proteinas Bcl-2. Esta
familia comprende proteinas muy conservadas a través de la evolucién
de los metazoarios, que pueden estar asociadas a sefales pro-
apoptéticas o anti-apoptoéticas. Algunos de los genes de la familia Bcl-2
producen dos o mas proteinas que algunas veces pueden ejercer
efectos opuestos sobre la regulacion de la muerte celular. De hecho,
algunas de estas proteinas pueden desempefiar actividad anti-
apoptotica o pro-apoptética segun el contexto celular. Las proteinas pro-
apoptoticas Bid, Bim y BAD normalmente se encuentran en el citosol
pero pueden ser inducidas a actuar sobre la mitocondria. La caspasa 8
puede también participar en la activacion de la via mitocondrial a traves
de la conversién de la proteina citosolica Bid a su forma activa tBid. Este
evento representa un importante punto de interseccion entre la via
extrinseca representada por el receptor de muerte y la intrinseca o
mitocondrial.os s9 Las proteinas de la familia Bcl-2 regula la liberacion del
citocromo C de la mitocondria, pero también se ha se ha reportado que

controlan la liberacién de otras proteinas de la mitocondria como las



caspasas 2, 3y 9, el factor inductor de la apoptosis (AFI) y DIABLO, el
inhibidor de las proteinas de la familia 1APs, familia de proteinas
supresoras de la apoptosis. Estas proteinas estan codificadas en el
genoma del nucleo, sin embargo son transportadas a la mitocondria
donde son almacenadas en el espacio intermembranal.

La caspasa 3, forma activa de la procaspasa 3, es una caspasa clave
para la ejecucion de la apoptosis. ElI cimégeno puede se activado por las
caspasas 8 y 10 (vias extrinseca), 9 (via intrinseca) o moléculas de
granzima B. A su vez la caspasa 3 tiene como sustrato las procaspasas
3, 6 y 9, aunque también actia sobre moléculas como la PARP y DNA-
PK involucradas en la reparacion de DNA. Las caspasas 6 y 7 son
altamente homologas a la caspasa 3, por lo que los cimdgenos de éstas
pueden ser activados por las caspasa 3 pero no por la granzima B. Los
sustratos de la caspasa 6 incluyen, proteinas laminas, procaspasa 3 y
PARP, ésta ultima también es sustrato de la caspasa 7. La inactivacion
de moléculas como PARP y DNA-PK, por la accién enzimética de las
caspasas mencionadas anteriormente, asegura la degradacion del
material genético de la célula apoptética. Aunque la membrana nuclear
permanece intacta se produce una redistribucion de los poros nucleares
debido a la accion de la caspasa 9, lo que se asocia con la degradacion
de proteinas nucleares. Esto permite la entrada de la caspasa 3 al
ndcleo para actuar sobre la molécula ICAD. ICAD es el inhibidor
especifico de la deoxiribonucleasa activadora de caspasa o CAD
(caspase-activated deoxiribonuclease), nucleasa de 40 kilodaltones que
gracias a la actividad proteolitica de la caspasa 3 es liberada del
complejo que forma con su inhibidor y degrada el DNA, formando
fragmentos de 180 a 20 pares de bases y mdltiplos de ellos. A la par de
este suceso, la actividad proteolitica de las caspasas sobre las proteinas
laminas, componente del esqueleto nuclear, permite la condensacion de
la cromatina y la descomposicion de la membrana nuclear.s;

Es precisamente la fragmentacién del material genético lo que se ha
aprovechado para el desarrollo de pruebas para la identificacion de
células en apoptosis. Un ejemplo es la técnica de TUNEL (TdT-mediated

dUTP-biotin nick end labeling), tincion derivada de la uridina, en la que



los fragmentos de DNA producidos durante el proceso de apoptosis son
marcados en el extremo 3’-OH terminal con nucleétidos modificados en
una reaccion enzimética catalizada por la enzima deoxinucleotidil
transferasa terminal (TdT por sus siglas en inglés).,s

Finalmente la célula se fragmenta en varias vesiculas de tamafio
heterogéneo rodeadas de membrana plasmatica, denominados cuerpos
apoptéticos, en los que se reparte el contenido celular, evitando que se
vacie incontrolablemente y que componentes potencialmente peligrosos
dafien el tejido circundante, provocando inflamacion. La formacion de los
cuerpos apoptoticos se debe a la actividad proteolitica de las caspasas
sobre moléculas como la fodrina componente esencial del
citoesqueleto.ss

Cuando la apoptosis es el resultado de la actividad citotéxica de un
linfocito T, libera a la célula blanco granulos que contienen moléculas de
perforina, proteinas perturbadoras de membrana, y moléculas de
granzima, proteinas pertenecientes a la familia de proteasas de serina.
40 Como se menciond anteriormente, la perforina forma poros en la
membrana citoplasmatica alterando el estricto intercambio entre los
medios extra e intracelulares. Esto facilita el paso al interior de la célula
a las moléculas de granzima. La granzima B es capaz de activar varias
procaspasas, tales como las procaspasas 3, 7, 9 y 10, aunque no se
conoce completamente el mecanismo. Dado que la granzima B esta
involucrada en la activaciéon tanto de caspasas activadoras como
efectoras, su actividad es determinante para la iniciacion de la
degradacion del material genético y del proceso apoptotico.s

Fase de eliminacién

La duracion del proceso apoptético es variable entre los diferente tipos
celulares, pero en general se puede decir que es de corta duracién y
rara vez pueden verse in situ a las células que estan muriendo, pues son
rapidamente removidas preferentemente por fagocitos profesionales. 33
Los cuerpos apoptéticos también pueden ser fagocitados por células
vecinas del mismo tejido, con lo cual se evita liberar el contenido
citoplasmatico y adicionalmente se induce la sintesis y secrecion de

moléculas anti-inflamatorias en el fagocito.s



El mecanismo de reconocimiento de las células apoptéticas por los
fagocitos no estd completamente claro. Varias moléculas de superficie
podrian estar involucradas de manera simultanea o secuencialmente en
este proceso: las lectinas (como aquellas que reconocen azucares que
ha perdido &cido sialico), integrinas (como el receptor de
trombospondina), receptores “scavenger”, trasportadores ABC, CD14 y
receptores de complemento.es Sin embargo, se ha propuesto que la
exposicion en la membrana externa de las moléculas de fosfatidilserina
es una sefal que basta para inducir la fagocitosis de los cuerpos

apotéticos.

La apoptosis fue descrita UOnicamente para células de organismos
multicelulares, pero recientemente se ha estado estudiando el papel de la
muerte celular programada, denominada también como parapotosis, en los
organismos unicelulares, en los cuales posiblemente funcione como un
mecanismo para regular sus poblaciones a favor de su supervivencia. En
diversos estudios se ha analizado la presencia de varios de los componentes
de la apoptosis, tales como la formacion tipo escalera del DNA en los geles de
agarosa y actividad tipo caspasa en algunas de las especies de Leishmania.
Sin embargo, esta parapoptosis es distinta a la apoptosis descrita para células

de eucariontes.z, 42, 75
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Figura 8. Via intrinseca 'y extrinseca de la apoptosis. (tomado de.

http://www.merckbiosciences.co.uk/popup/cbc/caspase_cascade_interactive_pathway.htm)

3.2 Importancia de la Apoptosis en el Sistema Inmune

Se ha demostrado la importancia de la apoptosis en el desarrollo y
mantenimiento de la homeostasis de los organismos pluricelulares, pero cabe
destacar que es ante todo un mecanismo de regulacion de las poblaciones
celulares. Es asi como son eliminadas aquellas células del sistema inmune que
reaccionan contra antigenos propios, células infectadas y células que han
proliferado y/o migrado al sitio de infeccion y ya cumplieron su tarea.

La presencia de células en apoptosis es permanente y la cantidad varia segun

el tejido, sin embargo, eventos ajenos a los procesos naturales del cuerpo,



como son las infecciones por parasitos, alteran el porcentaje basal de células
apoptaticas.

La MCP es un proceso importante en la interaccion hospedero-parasito, que
puede estar actuando a favor de la respuesta inmune contra el patégeno
extrafio o favoreciendo la sobrevida y diseminacién del patégeno.

El estudio del papel que juega el proceso apoptético en la relacién hospedero-
parasito es preponderante para la busqueda de nuevos farmacos vy
tratamientos para la cura de enfermedades parasitarias, en las cuales se ha
demostrado que el parasito tiene influencia sobre la MCP de las células de la
respuesta inmune, situacién que puede estar evitando que el sistema inmune
del paciente sea capaz de resolver por completo la enfermedad.1s4, 74 Se ha
observado que patdgenos intracelulares como Salmonella, Shigella vy
micobacterias como Mycobacterium tuberculosis, M. avium, M. boris y M.
leprae modulan la apoptosis de macrofagos.ss Mustafa et all. (2001) reportan
que M. tuberculosis y M. leprae (agentes etiol6gicos de la tuberculosis y lepra
respectivamente) alteran la expresion de Fas en el macréfago, haciendo de
éste un “santuario”, evitando la apoptosis inducida por células T.

Otros ejemplos de enfermedades asociadas a la inhibicion (cancer, lupus
eritrematoso sistémico, herpesvirus) o incremento de la apoptosis (SIDA,
Alzheimer, Parkinson), hacen evidente que la apoptosis es relevante en la
fisiopatogenia de la enfermedad, asi como también en la relaciébn hospedero-
parasito.

En la leishmaniasis se ha informado que L. donovani inhibe la apoptosis de
macrofagos inducida in vitro por la eliminacién del M-CSF (Macrophage colony-
stimulating factor) del medio de cultivo. La inhibicion de la muerte celular del
macrofago infectado probablemente es el resultado de la accidon conjunta de la
molécula LPG (lipofosfoglicano) del parasito y la expresion de citocinas que el
parasito promueve, tales como TNF-a, GM-CSF, TGF-B y IL-6.47 También se ha
reportado que L. major inhibe la apoptdsis de neutréfilos mediante la inhibicion
de la caspasa 3, una proteasa efectora de la muerte celular programada. Esto
le favorece al parasito ya que prolonga la vida de los neutrofilos en el sitio de
infeccion, al parecer el tiempo suficiente para que estos sean relevados por los

macrofagos, la célula hospedera de la Leishmania sp.»



Aunado a estos estudios, en nuestro laboratorio se encontré que L. mexicana
inhibe la actividad citotoxica de linfocitos CD8+ de pacientes con LCD.g3 La
inhibicion de la apoptosis posiblemente es favorable para el paréasito, ya que
evade los mecanismos leishmanicidas dependientes del oxigeno que se
activarian cuando nuevos macréfagos fagociten a cuerpos apoptoéticos que
contienen a Leishmania. Si Leishmania tiene la capacidad de alterar la
actividad de las células CD8+ asi como de inhibir la MCP de los macrofagos,
estarian favoreciendo la progresion de la enfermedad, ya que se evitaria la
eliminacion de las células infectadas favoreciendo la diseminacion del parasito.
Adicionalmente se limitaria la generacion de nuevas clonas de linfocitos T
especificas para antigenos del parésito.

La inhibicién de la apoptosis también favorece la diseminacion de la parasitosis
a nuevos hospederos, ya que los vectores fagocitarian macrofagos
intensamente infectados, garantizando asi su capacidad de transmision de la
enfermedad. 7

Sin embargo, se desconoce si la inhibicion de los fendbmenos citotéxicos de
linfocitos CD8 de pacientes con LCD hecha in vitro, también ocurre en los

tejidos de pacientes con distintos cuadros clinicos de leishmaniasis.



HIPOTESIS

Las lesiones de pacientes con leishmaniasis cutanea localizada (LCL)
presentan un porcentaje mayor de células en apoptosis que las de pacientes

con leishmaniasis cutanea difusa (LCD).

OBJETIVO GENERAL

Determinar el nimero de células apoptoticas en tejidos de pacientes con LCL
y LCD infectados con L. mexicana. Analizar si existe una correlacion entre el

namero de células apoptéticas con la severidad del cuadro clinico.

OBJETIVOS PARTICULARES

» Analizar las biopsias cutaneas obtenidas de lesiones de pacientes
con LCL y LCD mediante la técnica de TUNEL.

= Determinar si existen cambios significativos en los porcentajes de
células apoptéticas en los tejidos de pacientes con LCD que fueron
sometidos a tratamiento, en biopsias correspondientes a las etapas

pretratamiento, tratamiento y postratamiento.



MATERIAL Y METODOS

Se trabajé con biopsias congeladas de lesiones de 18 pacientes con LCL y 5
con LCD, previamente obtenidas en viajes de campo, las cuales fueron
tomadas con micro-sacabocados (biopsy-punch). Estos pacientes con
leishmaniasis cutanea fueron diagnosticados por intradermoreaccién de
Montenegro, pruebas seroldgicas de ELISA y por improntas positivas. Todos
los pacientes firmaron una hoja de consentimiento y recibieron tratamiento con
glucantime. El protocolo fue sometido a la comision de ética de los estados de
Tabasco y Campeche y se realizé en conjunto con los Servicios de Salud de
estos estados. Las biopsias fueron incluidas en medio O.C.T. compound. Ortho
Cutting Tissue compound (Tissue Tek; Sakura) para su criopreservacion y

almacenadas a una temperatura constante de -70<C.

Evaluacion del porcentaje de células apoptoticas

= Tincién por técnica de TUNEL

De las biopsias cutaneas criopreservadas se realizaron cortes por congelacion
de 4-5 micras en un criostato y se colocaron en portaobjetos especialmente
tratados (superfrost) para incrementar su adherencia. El tejido se fij6
sumergiendo las laminillas en paraformaldehido al 4% durante 20 min. y se
inhibié la actividad de peroxidasa enddgena con metanol-perdxido al 3%,
ambos durante 30 min. con tres lavados en PBS entre un paso y otro.
Posteriormente se permeabilizé el tejido con una mezcla de Tritdbn x-100 al
0.1% (Sigma) en citrato de sodio al 1% fresco, por 2 min., durante los cuales se
mantuvieron las laminillas sobre una cama de hielo dejando que la solucion
cubriera el corte al deslizarse sobre el portaobjetos. Después de lavar 2 veces
con PBS, se incubaron con la mezcla de reaccion TUNEL (In Situ Cell Death
Detection Kit, POD; Roche) por 60 min. (solucion marcadora + solucion
enzimatica) . Se revelaron con sustrato para peroxidasa (DAB+H?0?),
Diaminobencidina (DAB 10x; Roche) en un buffer de peréxido de hidrogeno
(J.T. Baker) y se monitore6 el cambio de coloracién del tejido debido a que esto
ocurre muy rapidamente, la reaccion se detuvo sumergiendo las laminillas en

PBS. Finalmente se contratiid con hematoxilina y se montaron las laminillas



con resina. Para cada evento de tincién se utiliz6 un control positivo de la
tincién, adicionando una DNasa (DNase |, 600 u / ml; Invitrogen) y uno
negativo, al cual sélo se agrega la solucién de nucleétidos marcados sin la

presencia de la enzima TdT.

Evaluacion del efecto del tratamiento en pacientes con LCD

Se realizaron tinciones con la técnica de TUNEL, siguiendo el procedimiento
antes descrito en cortes de lesiones de 2 paciente con LCD correspondiente a
diferentes etapas del tratamiento combinado de pentamidina + alopurinol e
inmunoterapia con IFN-y.g

Analisis
Utilizando un microscopio Zeiss Axioskop con una camara Axio CamMRc
usando el objetivo 63x y el software AxioVision 300 3.0, se evaluaron 15
campos de 21, 080 pm? a fin de cubrir la mayor parte del corte. Se realiz6 un
primer conteo en el que sélo se tomé en cuenta la tincion TUNEL+ y
posteriormente se repitid para contar las células TUNEL+ y TUNEL-. Los
criterios de inclusién fueron siguientes:
*» El ndcleo debia observarse completamente tefiido de color café o
ambar.
= El tamafio de la célula debia ser lo suficientemente grande para que
indicara que no se trataba de un parasito o un cuerpo apoptético
independiente.
» Morfologia tipica de una célula en apoptosis, es decir con evidente
formacion de cuerpos apoptoticos.
Finalmente se obtuvo el promedio de células TUNEL+ por paciente y por grupo
de ambas formas clinicas, asi como las desviaciones estandares de estos
ultimos valores.
Para el andlisis estadistico se implement6 la prueba U-Mam-Whitney utilizando

el software FPSS version 11.



RESULTADOS

El presente trabajo revel6 una diferencia estadisticamente significativa entre el
numero de células apoptdéticas en los cortes de las biopsias de piel de ambos
grupos de pacientes (P=0.039). Los 17 pacientes con LCL presentaron un
promedio de 45.45% (error estandar 4.1) de células apoptéticas en 15 campos
(con un promedio de 56.04 células por campo), mientras que los 5 pacientes
con LCD presentaron un promedio de 25.25 % (error estandar 6.18) en el
mismo numero de campos (con un promedio de 81.47 células por campo) (ver
Figura 9).

Los tejidos se encontraban en buenas condiciones de conservacion y
Gnicamente dos tejidos tuvieron que ser excluidos porque estaban muy
dafiados. La tincion fue especifica en los tejidos de ambos grupos de pacientes
permitiendo diferenciar facilmente entre células TUNEL+ (con ndcleos en color
ambar o café) y TUNEL- (con nucleos en azul).

Los cortes de las lesiones de pacientes con LCL presentaron una estructura
normal de la piel. La morfologia del nucleo de las células TUNEL+ de
pacientes con LCL se mostraba en general mas regular y compacta que en las
células TUNEL+ de los pacientes con LCD. Se encontr6 que las células
TUNEL+ se distribuyen en forma similar por toda la dermis (ver Figuras 10 y
12). En contraparte, en la mayoria de los cortes del tejido de las lesiones de
pacientes con LCD se observé la epidermis compactada y en general el dafio
causado por la infeccion es severo. La morfologia de las células TUNEL+ fue
muy variada, asi como su distribucion en el tejido (ver Figuras 11y 13).

Cabe sefalar que no se cuantificaron las células de la epidermis para evitar
incluir células en un proceso apoptético no relacionado a la infeccion por
Leishmania mexicana. La cuantificacion de células apoptéticas unicamente se

realizd en la  dermis de ambos grupos de pacientes.
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Figura 9. Porcentajes totales de células TUNEL+ por grupo de paciente. La barra clara
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con LCL.



Figura 10. Fotomicrografia del corte de una lesion cutdnea de un paciente con leishmaniasis
cutanea localizada procesada con la técnica de TUNEL (100X). Mediante la tincion café de los
ndcleo se identifican numerosas células apoptéticas en la dermis. La tincion azul de los
ndcleos indica que esas células no estan en apc.)‘p‘t‘os‘is. S—
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Figura 11. Fotomicrografia de un corte de una lesion cutdnea en un paciente con leishmaniasis
cutanea diseminada procesada con la técnica de TUNEL (100X). Son escasas las células que
muestran nucleos tefidos de café (células en apoptosis) TUNEL+ y en azul TUNEL-.
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Figura 12. Fotomicrografia del corte de una lesién cutdnea de un paciente con LCL procesada
con la técnica de TUNEL (630X). En color café se observan las células TUNEL+ y en azul

TUNEL-.

Figura 13. Fotomicrografia del corte de una lesion cutanea de un paciente con LCD procesada
con la técnica de TUNEL (630X). En color café se observan las células TUNEL+ y en azul
TUNEL-. Nétese la presencia de numerosos parasitos cuyo nucleo se encuentra tenido de café.



Se buscd una correlacion entre los datos clinicos y el nidmero de células
apoptéticas para ambos grupos de pacientes.

Para el analisis del grupo de LCL se dividieron a los pacientes en 5 grupos,
dependiendo del niumero de células apoptéticas en sus lesiones. De esta
manera el grupo 1 tenia el 10%, el grupo 2 tenia el 20% y asi sucesivamente
hasta el grupo 6 que tenia alrededor del 70% de células apoptoticas en los
tejidos. Se compararon la edad, género, tiempo de evolucion, tratamiento,
namero de parasitos y células apoptéticas. Cabe mencionar que ninguno de los
pacientes con LCL recibi6 tratamiento sistémico. Algunos pacientes se
aplicaron tratamientos tépicos de diversa indole sin efecto leishmanicida
comprobado varios meses antes de la toma de la biopsia cutanea. No se
encontrd una correlacion entre los distintos tratamientos topicos y del resto de
los parametros analizados con respecto al nimero de células apoptoticos (ver
Tabla 1).



Tabla 1. Analisis del grupo de pacientes con LCL . La abreviatura que se muestra se
utilizara de aqui en adelante para identificar a los pacientes. Otras abreviaturas utilizadas: ND=
No disponible, S/T= Sin tratamiento.

células
TUNE+
(%)

Paciente

(Abreviatu Edad Sexo

)
Misael
Lara Pérez 22 M 2 meses SIT lab 3 15.34

(#6)
Gonzalo
Antonio ND M ND ND ND ND 16.58
(GA) 20%

Tiempo de Cantidad \[o]

o Tratamiento - :
evolucién parasitos  lesiones

Santiago
Hernandez 18 M 2 afios
(SH)
Micaela
Diaz 38 F 2 meses SIT l1a5s 1 26.24
Montejo

#7) 30%

S/T(quemadura

c/aditivo) las 6 20.9

Liguido

quajlote, 600 1 34.89
Nizoral,

penicilina polvo 40%

Carmita
Cerino 44 F 3 meses
(Co)

Joel
Gonzélez 18 M 2 meses 5-fluorouracilo 250 1 41.34
(G)
Bertha
Garcia 39 F 1 afo Sal éxon 5a10 1 43.04
(BG) 50%

Rubicel
Barios 16 M 2 meses SIT lab 1 51.19
(RB)
Nemias
Landeros 25 M 1 mes SIT 5a10 1 51.47
(NL)
José Diaz SIT(
Ramirez 26 M 2 afios guemadura 5a10 1 51.76
(JDR) c/cigarro)
Andrea
Sanchez 44 F 4 meses SIT ND 4 55.92
(AS)
Pedro
Lopez 40 M ND SIT 1a5 1 57.06
Hernandez
(PLH)
Rosa
Rojas
Gomez
(RRG)
Radul
Roque ND M ND polvo para
Cruz mosca
(RRC)
Herquinio
Izquierdo 22 M 5 meses Pomada 91 1 59.97
(HI) 60%

30 F 2 meses Jabon con cal 5a10 2 57.5

ND 1 58.21

Humberto
H. ND M ND ND ND ND 61.82
(HH)
Luis Felipe
Hernandez 11 M 3 meses Isodine 5a10 1 69.88
(LFH) 70%




El grupo de pacientes con LCD habia recibido glucantime en distintos periodos,
esto ocurrié varios meses antes del estudio. El analisis de células apoptoticas
de pacientes con LCD revel6 que 4 de los 5 pacientes presentaron valores
menores al 36% (siendo el promedio 19.73%) y Unicamente un paciente (FA)
presentd un valor de 47.36% de células apoptéticas. No se encontré6 una
correlacion entre los parametros analizados y el nimero de células apoptoticas
(ver Tabla 2).

Tabla 2. Analisis del grupo de pacientes con LCD . La abreviatura que se muestra se

utilizara de aqui en adelante para identificar a los pacientes. Otras abreviaturas utilizadas: ND=

No disponible, S/T= Sin tratamiento.

. . . células
Pame;nte Edad Sexo Tlempq ’de Tratamiento Car]t|Fjad TUNEL+
(Abreviatura) evolucién parasitos (%)
Maribel
Cérdoba 18 F 16 afios SIT Incontables 5.78
(MC) 10%
Alberto
Morales 46 M 20 afios Glucantime Incontables 16.08
(AM) 20%
Amado
Gonzélez 44 M 20 afios Glucantime Incontables 21.56
(AG) 30%
Fermin
Dominguez 55 M 30 afios Glucantime Incontables 35.48
(FD)
Faustino
Ambriz 56 M 30 afios Glucantime Incontables 47.36
(FA) 50%
Claudia de la 36.53
Cruz ND F ND ND 40%

El tercer grupo de andlisis lo conformaron 3 pacientes con LCD, quienes
recibieron tratamiento leishmanicida durante varios meses. A dos de los
pacientes (AM y AG) de este grupo se les tomaron biopsias cutdneas antes,
durante y después del tratamiento. En total se analizé un periodo de 4 meses.
Al tercer paciente (FA) se le tomaron varias biopsias cutdneas a lo largo de 7
meses. En los pacientes AM y AG se analiz6 el numero de parasitos y el
namero de células apoptoticas en las lesiones: antes, durante y después del
tratamiento. Los pacientes AM y AG recibieron un tratamiento leishmanicida
consistente en pentamidina, allopurinol e interferon gama recombinante

humano durante 2 meses.



Se encontré que hubo una modificacion del nimero de parasitos y de células
apoptéticas durante el periodo de tratamiento. En el paciente AG, el tratamiento
llevd a una disminuciéon en el nimero de parasitos de 1200 al inicio del
tratamiento a 100 después de 4 meses (numero total de parasitos observados).
Durante este mismo periodo se incrementaron las células apoptoéticas de
41.65% al inicio hasta 49.31% al final de los 4 meses. En el caso del paciente
AM, no fue posible obtener el porcentaje de células TUNEL+ al inicio de
tratamiento debido ha que no se disponia de la biopsia correspondiente, sin
embargo se observé una disminuciéon en el nUmero de parasitos de 800 a 0
parasitos durante los 4 meses. Durante este mismo periodo se observo que el
porcentaje de células apoptéticas aumentaron de 46.65% al inicio hasta
56.65% al final del cuarto mes. En ambos pacientes se observé que al
disminuir el ndmero de parésitos, hubo una tendencia de aumento en el
numero de células en apoptosis en las lesiones (ver Figuras 14 y 15). Sin
embargo, al finalizar el tratamiento ambos pacientes recayeron y el nimero de
parésitos se incrementd nuevamente hasta alcanzar niveles cercanos a los

registrados al inicio del tratamiento.
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Figura 14. Comparacion de los porcentajes de células apoptéticas (linea y vifietas) respecto al
No de parésitos observados en un corte de una lesion cutanea (barras) del paciente AG

durante y después del tratamiento. Las flechas indican el inicio y término del tratamiento.
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Figura 15. Comparacion de los porcentajes de células apoptéticas (linea y vifietas) respecto al
No de parasitos observados un corte de una lesion cutdnea del paciente AM (barras) durante y
después del tratamiento. Las flechas indican el inicio y término del tratamiento.



El tercer paciente con LCD (FA) recibio tratamiento con glucantime durante
distintos periodos en un transcurso de 7 meses. Las biopsias cutaneas
tomadas a distintos intervalos de tiempo mostraron una disminucién en el
namero de parasitos en la lesion. Sin embargo se encontré6 un aumento en el
numero de células apoptéticas de 30% al inicio del periodo de tratamiento y
cerca del 60% al final. Cabe mencionar que a diferencia de los primeros dos
pacientes con LCD, este paciente no se estudié en el momento del tratamiento,
si no en intervalos no relacionados con el tratamiento observandose también
una disminucién en el numero de parasitos lo cual correlaciona con el

incremento en la apoptosis observada (ver Figura 16).
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Figura 16. Porcentaje de células en apoptosis en observados en cortes de lesiones cutaneas
del paciente FA. Las biopsias fueron tomadas en tres fechas postratamiento.



DISCUSION

La apoptosis actia como mecanismo importante en proceso fisiol6gicos tales
como el mantenimiento de la homeostasis, la limitacion en el numero de
linfocitos después de que se resuelve una infeccién, la eliminaciéon de células
inflamatorias cuando se finaliza un cuadro infeccioso, asi como la
remodelacion de tejidos. Aunque se ha estudiado la apoptosis en
padecimientos de diferente naturaleza, poco se sabe sobre la participacion de
apoptosis en enfermedades parasitarias.

En el presente estudio analizamos la presencia de apoptosis de las células de
las lesiones cutdneas de pacientes con LCL y LCD. Encontramos que
pacientes con LCL, la forma més benigna de la enfermedad, presentan un
importante nimero de células apoptdéticas en las lesiones. En contraste, los
pacientes con LCD presentaron un namero significativemente menor, a pesar
de que la infeccion en estos pacientes es mucho mas severa con la presencia
de macrofagos intensamente parasitados en las lesiones. Los datos obtenidos
en el presente estudio aparentemente apuntan hacia una incongruencia entre
el numero de células apoptéticas en las lesiones y la severidad del
padecimiento.

Dado que la LCL cursa con una evolucién “benigna”, asociada a una respuesta
inmune celular tipo Thl, el presente hallazgo sugiere que la apoptosis
posiblemente contribuye a la induccién o desarrollo de una buena respuesta
inmune celular. Uno de los posibles efectos benéficos atribuibles a la apoptosis
en la resolucién de la leishmaniasis pudiera deberse a, que esta induce una
redistribucion de parésitos de una célula muy infectada hacia multiples cuerpos
apoptoticos que pueden ser fagocitados por otras células con mecanismos
leishmanicidas mas eficaces. Se han descrito multiples receptores que
fagocitan células apoptéticas. Entre estos se encuentran los receptores
“scavenger” tipo A, CD36 y receptores para fosfatidilserina.ss

De esta manera, la apoptosis pudiera contribuir a la eliminacion eficaz de un
parasito intracelular, como es Leishmania. Algunas de estas células fagociticas
podrian ser células dendriticas, las cuales podrian ser activadas directamente
si alguno de estos cuerpos apoptéticos presentara CD40L, y una vez

activadas, estas podrian activar células T CD8+ mediante CD40, siguiendo el



modelo de traspresentacion. La traspresentacion es un fenémeno mediante el
cual la presentacién de antigenos se produce gracias a la traslocacion de la
proteina antigénica desde el fagosoma recién fusionado con el reticulo
endoplasmico, al citosol del fagocito con la participacion de la proteina
chaperona Sec61.31, 38 40, 61 ES mediante la traspresentacion que se cree que
el macrofago puede presentar los antigenos externos de Leishmania sp a
linfocitos CD8+ mediante MHC clase |. Se ha identificado en la infeccién por M.
tuberculosis, que las células dendriticas son capaces de fagocitar cuerpos
apoptéticos de macrofagos infectados y posteriormente presentar antigenos de
la bacteria via MHC clase | y CD1b.gg Dado que existen varios puntos de
similitud entre estas dos enfermedades, es muy posible que este fendbmeno
también se presente en infecciones por Leishmania.

Es posible que la apoptosis diversifique la respuesta inmune contra Leishmania
mediante la generacion de nuevos epitopes. Las células dendriticas que
fagocitan cuerpos apoptéticos que contienen Leishmania, los digieren en los
fagolisosomas y generan nuevos epitopes para ser presentados a los distintos
subtipos de linfocitos. Esto incrementa el repertorio de linfocitos que reconocen
a Leishmania y que por lo tanto participan en el control de la enfermedad. De
esta manera la respuesta inmune se vuelve mas eficaz para el reconocimiento
y eliminacion del parésito.

Trabajos previos relacionados con el papel de la apoptosis en la leishmanisis
se han enfocado a diferentes aspectos de la enfermedad. Algunos de ellos se
han dedicado exclusivamente a determinar si este proceso de muerte es
modificado por el parasito, buscando las moléculas involucradas.is, 24 Otros
grupos se han enfocado a los efectos que ejerce el parasito sobre alguna
poblacion celular, particularmente macréfagos, o bién en la relacion de niveles
de distintas citocinas y/o moléculas pro- y anti-apoptoticas.,, ¢, 47 Hasta la fecha
no existen reportes enfocados a estudiar el porcentaje de células en apoptosis
en lesiones de pacientes con LCL y LCD. Conocer este dato nos esta
aportando informacion novedosa sobre la contribucion de la apoptosis como
posible mecanismo inmune que participa en la evolucion del padecimiento. La
correlacion entre el niamero de células en apoptosis y la severidad de la
manifestacién clinica posiblemente indique que la apoptosis es un proceso que

estd actuando a favor de la resolucién de la enfermedad. Los resultados



obtenidos en el andlisis muestran que el porcentaje promedio de células
apoptéticas en las lesiones de pacientes con LCL es significativamente mayor
gue el observado en las lesiones de pacientes con LCD, ambos infectados por
L. mexicana. De primera instancia este resultado indica que la apoptosis no
solo es un proceso que participa en la inmunopatogénesis de las formas
cutaneas de la leishmaniasis, si ho que puede ser parte importante en la
resolucion de la enfermedad.

Sin embargo, aun se desconoce la causa por la cual la apoptosis se encuentra
disminuida en pacientes con LCD. Se ha descrito que algunas especies de
Leishmania pueden interferir en el proceso apoptético de células de la
respuesta inmune. Aunque no existen reportes que sefialen que L. mexicana
interfiere en el proceso apoptético, es probable que pueda ejercer un efecto
similar al reportado para L. major y L. donovani. La disminucion de la apoptosis
en pacientes con LCD posiblemente sea indicativo de la modulacion de la
apoptosis por el parasito.

Un posible mecanismo mediante el cual Leishmania module la apoptosis en
pacientes con LCD, pudiera estar asociado a la inhibicibn que ejerce el
parasito sobre linfocitos CD8+ en estos pacientes. Resultados previos del
laboratorio demostraron que L. mexicana inhibe funcionalmente a los linfocitos
CD8+ en su actividad citotoxica y en su capacidad para producir IFN-y en los
pacientes con LCD.gz Pinheiro y col. (1999) observaron que células T
expuestas al antigeno crudo de L. amazonensis presentaron anergia y
deficiencia en su capacidad para presentar antigenos. Se puede especular que
la inhibicién de la actividad citotoxica de los CD8+ se traduce en la inhibicion
de las vias de induccién de apoptosis a través de los receptores de la familia
TNF y sus ligandos (FAS/FASL) asi como la via de Perforina/Granzima. Lo
anterior podria estar relacionado al bajo porcentaje de célula apoptéticas
observadas en las lesiones de los pacientes con LCD.

En resumen, la inhibicibn de la apoptosis en la forma severa de la
leishmaniasis cutanea nos habla de que el desarrollo normal del proceso de
muerte celular programada en las células involucradas en la respuesta inmune
contra la infeccion por L. mexicana favorece la resolucion de la infeccion. Los
resultados de Desbarats y cols. en el 2003, apoyan esta observacion ya que

demuestran que ratones resistentes a la leishmaniasis que tienen una buena



respuesta Thl se hacen susceptibles cuando el mecanismo de muerte celular
es blogueado, pese a que exista una fuerte respuesta Thl. Este grupo propone
que la apoptosis puede ser un factor mas importante que el patron de
citocinas, en la resistencia a la enfermedad.

Los resultados obtenidos en el analisis del efecto del tratamiento sobre el
porcentaje de células apoptéticas en las lesiones de los pacientes con LCD
también confirma la relacion entre el proceso apoptoético y la mejoria clinica del
paciente. Se observé que en forma general, el tratamiento disminuye el
namero de parasitos presentes en las lesiones y adicionalmente eleva el
porcentaje de células en apoptosis, lo que se tradujo en una mejoria evidente
en los pacientes. Aparentemente el tratamiento indujo un ligero viraje en las
caracteristicas de la lesién de pacientes con LCD hacia caractertisticas de
pacientes con LCL. Esto podria correlacionarse con los resultados de Da-Cruz
y cols. (2002) que indican que el tratamiento incrementa la poblacion de CD8+
citotoxicos.

Bertho y colaboradores (2000) reportaron que las lesiones de pacientes
infectados con L. braziliensis presentan linfocitos CD8+ en apoptosis y lo
asocian a un papel regulatorio, pues se impide una sobreactivacion de la
respuesta inmune.

La participacion de la apoptosis en la inmunopatogénesis de la leishmaniasis
es amplia y posiblemente una parte de la apoptosis en las lesiones
corresponde a un proceso regulatorio “normal” de las poblaciones celulares en
general y otro porcentaje estd directamente relacionado con el proceso
infeccioso y con la respuesta inmune.

Una observacién preliminar hecha en nuestro estudio mostré que todos los
macrofagos en las lesiones de un paciente con LCL se encontraban en
apoptosis, sin embargo, no se determind si estos macrofagos estaban
infectados. Adicionalmente se observé un numero importante de células en
apoptosis que no correspondian a macréfagos. Probablemente el resto de
estas células apoptéticas son linfocitos y otras células de la respuesta inmune
gue ya habian cumplido su tarea y estan siendo eliminadas como parte de la
regulacion de la respuesta inmune.

Es importante destacar que se desconoce el destino de las leishmanias en una

célula apoptética. Cuando el macréfago entra en apoptosis deja de ser una



célula viable para la multiplicacion del parasito, sin embargo se desconoce Si
Leishmania también sucumbe durante el proceso apoptotico o si los parasitos
son fagocitados dentro de los cuerpos apoptoéticos, los cuales pueden ser
fagocitados por otras células.

Otro dato encontrado en el presente estudio es que las células apoptéticas se
encuentran tanto en epidermis como en la dermis. Sin embargo, la
cuantificaion de las células apoptoticas Unicamente de realiz6 en la dermis de
pacientes con LCL y LCD, para evitar errores debidos a factores externos que

pudieran modificar las células apoptoéticas de la epidermis.

AUn no podemos conocer completamente cual es papel general del proceso
apoptotico en la respuesta inmune contra la infeccion por L. mexicana. Para
poder llegar a entender plenamente por qué la apoptosis es importante en la
resolucion de la enfermedad, es necesario insistir en la caracterizacion de la
subpoblacion de células en apoptosis en las lesiones de los pacientes de
ambas forma clinicas; posteriormente, se deben analizar los cambios en este

conjunto celular durante las diferentes etapas de la infeccion y tratamiento.



CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que el porcentaje de
células en apoptosis en lesiones de pacientes con leishmaniasis cutanea
localizada (LCL) es significativamente mayor que el de lesiones de pacientes
con leishmaniasis cutanea difusa (LCD).

No existen indicios que sefialen que los tratamientos caseros influyeran en el
resultado obtenido para los pacientes con LCL, por lo que se puede
correlacionar con el alto porcentaje de células apoptéticas con la forma curable
de la leishmaniasis cutdnea y un bajo porcentaje de células apoptéticas con la
forma severa de la enfermedad. Sin embargo, no existen otros aspectos como
el tiempo de evolucién de la enfermedad, edad o sexo del paciente que pueda
correlacionarse con el resultado obtenido en el grupo de pacientes con LCD.
Se observé que el tratamiento produjo un aumento en el porcentaje de células
apoptéticas en los tejidos de los tres pacientes con LCD analizados. Dicho
aumento se relaciona con la disminucion del nimero de parasitos en las
lesiones y con la mejoria clinica de dos de los pacientes (datos previos del

laboratorio).

Se propone que el desarrollo adecuado de la muerte celular programada como
parte de la respuesta inmune contra la infeccion por L. mexicana facilita la
eliminacién de los parasitos al permitir que la excesiva carga parasitaria de un
macréfago en anergia sea dividida entre otras células fagociticas. El
procesamiento de los cuerpos apoptéticos por estos fagocitos genera nuevos
epitopes, incrementando de esta manera el numero de linfocitos que
reconocen a la Leishmania sp. y que participarian en el control de la

enfermedad.
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Tabla 3. Resultados de los conteos en los cortes de lesiones cutaneas de pacientes con LCD tefidos con la técnica de TUNEL (C de C es una paciente
considerada predifusa)

Paciente
Tincion
TUNEL
1 32 61 17 46 5 54 3 43 29 85 9 46
2 52 83 54 32 8 36 1 62 10 95 11 19
3 42 81 22 44 6 54 4 52 19 60 19 44
4 44 28 61 25 6 44 8 59 17 71 25 35
5 58 89 35 30 11 53 6 69 26 70 22 49
6 65 121 10 22 6 39 2 114 15 78 20 19
=3 7 43 88 31 31 9 41 0 95 17 110 25 56
% 8 37 33 25 29 5 63 0 67 33 103 18 16
;’ 9 69 169 47 44 14 38 0 127 23 104 31 38
10 42 57 4 39 17 56 8 132 37 96 38 33
11 43 58 35 38 5 54 4 46 21 42 15 43
12 49 86 102 42 20 60 15 64 35 89 14 23
13 50 101 16 35 17 46 8 79 39 109 30 74
14 39 83 5 37 16 112 14 96 16 74 9 38
15 29 68 12 35 14 80 1 101 11 80 23 29
1206 529 830 1206 1266 562
A 900 00 989 80 614 8
Porcentaje de células +TUNEL por paciente
FA AM MC AG FD
36.52631579 47.36318408 16.0768453 5.78125 21.56133829 35.47646383




Tabla 4. Resultados de los conteos en los cortes de lesiones cutaneas de
Paciente

pacientes con LCL tefidos con la técnica de TUNEL

# Campo

HI AS RB LF CcC
TUNEL
1 52 44 29 64 27 42 36 11 42 90 23 3
2 68 63 50 51 24 28 30 11 45 86 20 21
3 90 119 31 27 41 19 38 18 34 78 35 46
4 60 42 36 26 25 10 32 24 38 65 25 24
5 65 14 28 12 34 9 40 17 37 69 20 10
6 62 16 26 17 24 21 31 14 30 40 37 57
7 52 26 34 26 30 24 26 27 14 28 25 9
8 57 31 37 25 43 27 45 15 26 39 30 11
9 59 9 33 24 47 48 37 14 38 40 16 3
10 50 19 44 50 41 26 31 14 21 21 3
11 63 22 34 18 25 40 31 12 27 22 8
12 55 60 32 7 43 46 24 10 59 113 26 9
13 56 18 43 28 31 29 53 27 42 119 31 2
14 86 39 46 30 36 56 48 8 40 75 27 19
15 72 21 47 34 29 16 6

110

69
2

Porcentaje de células +TUNEL por paciente

HI

AS

RB

LFH

CcC

HH

59.97466751

55.92315902

51.18577075

69.88265971

34.89183531

61.81818182




Tabla 4. Resultados de los conteos en los cortes de lesiones cutdneas de pacientes con LCL tefiidos con la técnica de TUNEL (continua)

Paciente BG RRC JG PLH RRG
TUNEL

1 15 18 48 79 12 20 8 17 29 18 24 25
2 27 25 22 29 15 18 24 6 22 26 13 10
3 32 10 37 21 24 29 20 25 14 11 25 31
4 28 70 17 23 26 26 31 34 20 17
5 24 50 51 23 22 21 41 25 11 24
6 29 24 55 9 29 51 31 18 31 17 23 11

g 7 14 61 61 35 29 25 21 29 23 23 13

% 8 22 58 39 14 26 32 22 34 25 18 35

(qi 9 18 13 46 49 13 16 26 68 34 18 17
10 32 31 28 13 16 13 32 35 34 16 38 28
11 33 80 39 13 3 35 21 32 35 18
12 12 43 11 9 28 10 13 15 14 9
13 28 23 26 16 10 34 25 6 45 21 48 49
14 14 54 31 40 11 19 5 18 36 36 10 19
15 34 15 10 11 12 12 7

Porcentaje de células +TUNEL por paciente

BG

RRC

JG

PLH

NL

43.04399524

58.20745217

41.33986928

57.06214689

57.5

51.47286822




Tabla 4. Resultados de los conteos en los cortes de lesiones cutdneas de pacientes con LCL tefidos con la técnica de TUNEL (continua)

Paciente H DR H 6 A

0,
1 7 19 18 23 4 34 14 53 1 65
2 23 20 36 1 30 32 104 6 51
3 9 13 45 25 4 25 17 106 7 39
4 12 42 31 22 6 26 16 65 6 5
5 6 13 18 9 2 28 19 69 18 44
6 6 15 12 6 22 21 109 16 24
g | 7 8 18 14 5 13 6 41 5 23
E| s 3 75 28 9 7 32 14 89 5 15
ST o 12 37 16 15 11 22 9 36 8 95
10 12 11 23 52 1 36 8 33 18 56
11 18 19 22 34 2 13 88 10 25
12 10 18 23 16 2 12 50 19 42
13 37 9 2 2 16 71 15 40
14 30 20 11 2 33 13 68 5 15
15 15 15 25 48 3 5 5 100 10 25
522 626 378

Porcentaje de células +TUNEL por paciente

#7 JDR #6 GA SH
26.24521073 51.7571885 15.34391534 16.5767155 20.89761571




Tabla 5. Resultados de los conteos en los cortes de lesiones cutaneas del paciente AM (paciente con LCD) tratado con medicamentos antileishmanicidas.
Tejidos tefiidos con la técnica de TUNEL

fecha 20-02-96 25-03-96 27-03-96 11-04-96 03-06-96 02-07-96 10-09-96
Tincion
TUNEL - -
1 35 37 49 71 32 45 33 14 18 9 31 44 55 37
2 36 30 31 78 38 46 30 10 20 8 53 55 51 21
3 19 20 33 70 33 48 39 25 2 18 50 64 35 14
4 34 46 32 82 39 76 19 30 16 17 62 112 68 26
5 43 45 47 59 32 52 28 39 7 8 33 22 53 50
6 36 60 36 8 35 55 47 50 11 2 76 72 64 23
El 7 32 27 42 85 28 48 35 14 10 2 24 49 50 21
2|8 23 42 35 102 28 58 31 15 21 10 38 57 48 57
3| o9 48 46 30 83 35 50 22 17 12 14 71 81 25 45
10 21 22 31 25 34 59 47 21 27 21 51 30 50 47
11 28 19 26 17 28 26 28 33 0 0 64 42 50 86
2 39 18 24 7 21 39 35 26 0 0 39 44 27 79
(@ 30 32 54 92 37 77 25 32 0 0 42 45 34 33
14 23 28 29 101 19 25 36 17 0 0 41 44 75 4
15 24 10 31 71 28 61 22 22 0 0 61 66 56 24
SUMA 953 1481 1232 842 253 1563 1308

Porcentaje de células +TUNEL por fecha
20-02-96 27-03-96 25-03-96 11-04-96 03-06-96 02-07-96 10-09-96

49.42288 35.78663 37.90584 56.65 56.917 47.0889315 56.6514




Tabla 6. Resultados de los conteos en los cortes de lesiones cutdneas del paciente AG (paciente con LCD) tratado con medicamentos antileishmanicidas.

Tejidos tefiidos con la técnica de TUNEL

fecha 27-03-96 11-04-96 26-04-96 14-05-96 10-09-96 29-01-97
Tincién
TUNEL
1 14 19 29 100 49 110 51 31 73 22 9 13
2 35 8 76 114 40 76 27 73 82 59 36 35
3 10 29 55 79 42 64 37 77 87 34 24 16
4 17 21 48 92 41 97 53 59 75 21 32 20
5 11 44 70 119 52 67 23 30 49 30 16 13
6 22 58 34 151 44 71 48 29 45 26 11 12
T+ 7 21 6 47 137 40 91 57 70 32 33 26 31
g 8 19 28 35 137 31 79 38 72 16 33 16 32
S 9 13 37 36 108 28 71 34 30 56 59 22 30
10 20 26 23 102 46 61 60 29 55 55 22 30
11 22 46 54 92 0 0 62 29 25 59 66 49
12 24 39 26 120 0 0 63 52 16 47 25 50
13 16 9 38 113 0 0 51 29 73 77 30 20
14 16 26 64 79 0 0 31 59 31 41 34 49
15 27 6 38 118 0 0 39 24 21 53 50 29
SUMA 689 2334 1200 1367 1385 848

Porcentaje de células +TUNEL por fecha
27-03-96 11-04-96 26-04-96 14-05-96 10-09-96 29-01-97
41.65457184 28.83461868 34.41666667 49.30504755 53.14079422 49.41




Tabla 7. Resultados de los conteos en los cortes de lesiones cutaneas del paciente FA (paciente con LCD) tratado con medicamentos antileishmanicidas.

Tejidos tefiidos con la técnica de TUNEL

fecha 16-02-04 16-04-04 26-08-04
Tincién
TUNEL
1 21 34 14 22 19 18
2 27 50 19 12 13 25
3 22 34 21 5 19 29
4 11 37 21 15 22 15
5 19 51 28 14 19 7
6 18 33 26 19 19 24
1t 7 21 36 25 20 21 26
93(? 8 18 38 11 57 13 10
8 9 28 24 16 19 22
10 16 53 12 16 14
11 24 69 24 6 21 10
12 23 48 15 7 20 2
13 17 47 20 29 19 6
14 16 19 24 22 19 4
15 13 41 18 26 20 9
SUMA 908 583 476

Porcentaje de células +TUNEL por fecha
16-02-04 16-04-04 26-08-04

32.37885463 50.42881647 58.82352941
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