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RESUMEN

La complejidad de la inmunidad celular en una enfermedad parasitaria puede ser
evaluada en diferentes compartimientos. En el presente trabajo se presentan los
resultados en sangre periférica y lesion cutanea de las tres formas clinicas de la
leishmaniasis tegumentaria. Estas formas clinicas, que conforman un espectro clinico,
histoldgico e inmunolégico son la leishmaniasis cutanea localizada (LCL), cutanea difusa
(LCD); y el area intermedia que comprende las lesiones mucosas y verrugosas (LCM).

El conjunto de resultados sugiere que el patrdn de citoquinas determinado en
sangre periférica y en las lesiones que presentan los pacientes con LCL, la forma
resistente de la enfermedad es un patron tipo Th1, lo cual conduce a la curacién de las
lesiones en estos pacientes, ya sea espontaneamente o luego de una terapia apropiada.
Las formas diseminadas de los pacientes con LCD, resistentes a la quimioterapia, se
caracterizan por un patrén de citoquinas tipo Th2, con una ausencia total de produccion
de IL2 e INF-y por parte de los linfocitos especificos para el antigeno. Este tipo de
respuesta Th2 probablemente es la responsable de que estos pacientes sean incapaces
de controlar la infeccion, lo cual conduce a la diseminacién del parasito por toda la
superficie cutanea. En el area intermedia se encuentran los pacientes con LCM, con
lesiones destructivas de las mucosas orales y nasofaringeas, con tendencia a la
cronicidad. Se caracterizan por un patréon de citoquinas mixto tipo Th1 y Th2 que
coexisten simultaneamente. Esta situacion puede ser la responsable de la no resolucion
de la enfermedad en estos pacientes, ya que cuando ambos tipos de citoquinas se

producen es posible que las citoquinas tipo Th2 predominen sobre las tipo Th1.



El andlisis en la lesiéon cutanea demostré que la epidermis en la LCD carece de las
sefnales accesorias ICAM-1 y MHC-Il por parte de lo queratinocitos, y presenta un
numero variable de células de Langerhans. En LMC, la expresién de ICAM-1 y MHC-II
esta exacerbada, y las células de Langerhans estan ausentes del epitelio lesionado. Por
su parte, la epidermis de la LCL manifiesta las sefales accesorias adecuadas, ICAM-1
en parches y MHC expresado universalmente por los queratinocitos. El granuloma del
LCD se caracterizé por relaciones CD4/CD8 y T memoria/T virgen bajas, un escaso
namero de linfocitos Tvd, un aparente defecto en la expresion de receptores
direccionales LFA-1, y patrones de citoquinas tipo Th1 y Th2, con predominio de patrén
Th2. El granuloma de LMC manifestd las mayores relaciones CD4/CD8 y T memoria/T
virgen, bajo niumero de linfocitos Tyd, un alto conciente de adhesién celular, y patrones
de citocinas mixtos Th1 y Th2. Por su parte, el granuloma de LCL se caracterizd por una
relacion CD4/CD8 dentro de los intervalos normales, una relaciéon alta de T memoria/T
virgen, numerosos cumulos de linfocitos Tyd, una alta expresidbn de receptores
direccionales, y respuestas de citocinas tipos Th1y ThO.

También se discuten resultados sobre la eficacia inmunolégica tanto en
inmunoterapia como en inmunoprofilaxis de la vacuna combinada de BCG mas
promastigotes de Leishmania. En su aplicacién como inmunoterapia se desmuestra que
este tipo de vacuna combinada es capaz de estimular una respuesta tipo Thi1 en
pacientes con LCL sometidos a esta forma de tratamiento. Como inmunoprofilaxis es
capaz de estimular en individuos sanos provenientes de una zona endémica, una

respuesta de inmunidad mediada por células tipo Th1 (positividad en respuesta cutanea



de Montenegro, respuesta proliferativa in vitro y produccion de interferén-y), con una baja
respuesta de anticuerpos. Lo cual demuestra que la vacuna combinada es
potencialmente util tanto para su utilizacién en el tratamiento de pacientes con LCL,
como protectiva para la mayoria de los vacunados cuando se aplica como

inmunoprofilaxis para el control de la leishmaniasis.

1.- El Espectro clinico en la leishmaniasis teguméntaria americana.

La leishmaniasis tegumentaria americana (LTA) se presenta en tres formas
clinicas generales, que conforman un espectro clinico, histoldgico e inmunologico®>?°. El
polo resistente representado por la leishmanisis cutanea localizada (LCL) se caracteriza
por lesiones dérmicas ulceradas limitadas, simples y ocasionalemnte multiples, que
después de un periodo variable de tiempo de meses o afos regresan espontaneamente
o con tratamiento®. Los parasitos de los subgéneros Leishmania y Viannia son
responsables de esta forma de la enfermedad. El andlisis histélogico de las lesiones
muestra una estructura granulomatosa inmunitaria con una marcada infiltracién de
células linfoides y la presencia de pocos parasitos. La respuesta inmunolégica mediada
por células (IMC) evaluada tanto in vivo mediante la prueba cutanea de Montenegro o
leishmanina, como in vitro mediante la técnica de transformacion linfoblastica en res-
puesta a antigenos de Leishmania, es positiva en practicamente todos los pacientes '” .

El polo susceptible, o leishmaniasis cutanea difusa (LCD), se caracteriza por la

presencia de nodulos no ulcerados, ricos en parasitos y a menudo diseminados por toda

la superficie cutdnea®™. En estos pacientes se observa una marcada tendencia a



recidivas después de una terapia adecuada. En todos los casos los parasitos del
subgénero Leishmania han sido implicados como el agente causal®. Histolégicamente,
los granulomas son diseminados con macréfagos vacuolizados repletos de amastigotes y
pocos linfocitos. La IMC evaluada tanto in vivo como in vitro esta ausente'’ .

El area intermedia del espectro comprende lesiones mucosas y verrugosas. Las
lesiones de la leishmaniasis cutanea mucosa (LCM) usualmente se presentan al inicio
como Ulceras cutaneas localizadas que desaparecen, pero afios después reaparecen en
las membranas mucosas, orales, nasales, faringeas o laringeas, causando gran dafio
histol6gico, anatomico y ruptura funcional del tejido. Esta forma clinica presenta
resistencia frente a los tratamientos convencionales y recidivas. Los parasitos del
subgénero Viannia han sido identificados como el principal agente causal de la LCM™.
Las lesiones se caracterizan por un fuerte infiltrado de celulas mononucleares, con
escaso numero de parasitos. Las reacciones de IMC estdan aumentadas en estos

pacientes'®"”.

2.- Inmunologia de la leishmaniasis experimental, con especial énfasis en la
dicotémia Th1 y Th2.

Los modelos muridos de leishmaniasis han jugado un importante papel en el
desarrollo del conocimiento que se tiene sobre los mecanismos inmunolégicos asociados
con resistencia y/o susceptibilidad a la enfermedad. El patrén de enfermedad producido
por la inoculacion de parasitos Leishmania en cepas de ratones con diferentes origenes

genéticos, puede variar ampliamente, dependiendo de factores determinados



geneticamente tanto en el hospedador, como en el parasito. La infeccién de animales
resistentes (CBA, CH3 o C57BL/6) con L. major o L. mexicana produce una lesién, no
ulcerada, que cura espontaneamente en 20 a 30 semanas después del reto parasitario.
Estos animales desarrollan respuestas de anticuerpos y de hipersensibilidad tardia
(HT)**®”  Los ratones susceptibles, BALB/c, infectados con las mismas cepas de
Leishmania producen lesiones nodulares que no curan, y que evolucionan hacia la
visceralizacion y produccién de metéstasis. Estos animales no desarrollan respuesta de

HT, pero si producen anticuerpos'?®.

Existe concenso en que el modelo de
leishmanaisis cutdanea experimental producido por L. mexicana o L. major es un buen
modelo para el estudio de la LCL humana. Sin embargo, no parece existir un buen
modelo para el estudio de la LCD y la LCM.

Las respuestas inmunoldgicas mediada por linfocitos T cooperadores-inductores
CD4+ juegan un papel fundamental en la resistencia frente a la leishmaniasis*'*%°%7"%,
La existencia en el ratén de dos subpoblaciones de linfocitos T CD4+ denominadas Th1
y Th2, caracterizadas por perfiles diferentes de linfoquinas ha sido ampliamente
confirmada®. Estas células juegan un papel fundamental en el desarrollo de infecciones
parasitarias. En la leishmaniasis cutdnea mdrida la diferencia entre resistencia y
susceptibilidad reside a nivel de la expansién de los linfoctos T CD4+ Th1 o Th2.

La infeccibn de L.major o L. mexicana de ratones resistentes conduce a la
induccién preferencial de linfocitos tipo Th1 que secretan IL2, INF-y y TNF-q, las cuales

activan a los macréfagos a la eliminacion intracelular de los parasitos, via la sintesis de

oxido nitrico®>°%°"*3849 En contraste, la infeccidén en ratones susceptibles con esos



mismos parasitos, conduce a la activacion de linfocitos Th2 productores de IL-4 e IL-10
. . ‘s y 39,53,84
que regulan en forma negativa la activacion de macréfagos .
Varios factores han sido implicados en lo que puede conducir a un linfocito T
CD4+ a diferenciarse en Th1 o Th2 luego de la infeccidon leishmanica, a saber: i) el tipo
de células presentadoras de antl'geno76; ilLos niveles de citoquinas enddgenas

6,40,47,79,82,98,

v iii) la naturaleza del antigeno reconocido®®*.

Por su parte, los linfocitos T CD8+ también han sido divididos en dos
subpoblaciones funcionales basadas en su patrén de secrecién de citoquinas®**®.
Existen evidencias que las células CD8+ también pueden contribuir a la resolucion de la
leishmaniasis cutanea murida, sugiriendose que su efecto protector puede estar ligado a
su habilidad para producir INF-y 3639,

3.- Inmunologia humoral de la leishmaniasis humana

Los pacientes con cualquiera de las formas clinicas de LTA desarrollan una
respuesta de anticuerpos desde una étapa temprana de la enfermedad, que se mantiene
durante el curso de la infeccion y desaparece Unicamente después de la eliminacion de
la mayoria de los parasitos. Aparentemente, estos anticuerpos no juegan un papel
relevante en la proteccion frente a Leishmania. Algunos trabajos sefalan que la
respuesta de inmunidad humoral es principalmente el reflejo de la carga
parasitaria®>**®, Por esta razén, los estudios serolégicos en la leishmaniasis se han
utilizado principalmente con fines de diagnéstico, para el seguimiento de los pacientes

tratados y en estudios sobre los mecanismos inmunopatogénicos, lo cual

indudablemente constituye un valioso aporte al conocimiento de la enfermedad.



Los titulos de anticuerpos son mas elevados en la LCD, siguiendo en orden de
magnitud los pacientes con LCM y los pacientes con LCL, con cargas parasitarias mas
bajas*™®. También se ha observado un descenso muy significativo en los niveles de

anticuerpos parasitos-especificos después de tratamiento de pacientes con LCL con

74,95 | 29

quimioterapia o0 inmunoterapia Convit y co correlacionaron los niveles de
anticuerpos, con la prueba de Montenegro y el numero de areas del sistema respiratorio
comprometidas en el proceso patoldgico en pacientes con LCM. Los resultados
mostraron que a medida que el compromiso era mas extenso y mas severo, los niveles
de anticuerpos estaban mas elevados y la HT se hacia mas debil o negativa.

Un aspecto mas reciente y novedoso de la utilidad de los estudios serol6gicos en
el conocimiento de la enfermedad, se ha desarrollado a partir de las evidencias
acumuladas sobre la asociaciéon entre la presencia de una respuesta Th1 y Th2 y los
isotipos predominantes de las inmunoglobulinas especificas, durante el curso de
infecciones y otros procesos patoldgicos. Esto también ha sido reportado en varios
estudios muridos y humanos, especialmente en las infecciones por helmintos y en la

%% Ulich y col.® demostraron que IgG4 especificas para Leishmania

alergia
predominaban en 19 de los 20 sueros evaluados de pacientes con LCD. Estos
resultados sugieren que la evaluacién de las subclases de inmunoglobulinas abre un
nueva perspectiva para la evaluacion de la respuesta humoral en la leishmaniasis, no
solo durante el curso de la enfermedad, sino también en la evaluacion de respuestas en

esquemas terapéuticos y en los procesos de re-infeccion o reactivacion de la

enfermedad.



4.- Inmunidad mediada por células (IMC) en la leishmaniasis humana.
4.1.- Inmunidad periférica

Estudios previos en la LTA humana basados principalmente en reacciones de HT
y evaluaciones clinicas e histopatolégicas, han demostrado que en la infeccion humana
la resistencia esta claramente asociada al desarrollo de una respuesta de IMC especifica
en los pacientes con LCL"*", la cual parece estar ausente en los pacientes con LCD®.
Por su parte estas respuestas también estan presentes en los pacientes con LCM, pero
no parecen ser adecuadas para controlar la enfermedad, por el contrario se cree que
contribuyen con su patologia.

La respuesta de inmunidad celular en pacientes con las tres formas clinicas de
LTA fue evaluada en nuestro laboratorio''®%°. Los resultados demuestran que pacientes
con LCD adolecen de una respuesta de IMC tanto in vivo como in vitro frente a los
antigenos de Leishmania. Asi mismo, se demostré una supresion de la respuesta a la
ConA, mitégeno de linfocitos T, inducida por el antigeno de Leishmania en estos
pacientes18. Los linfocitos de sangre periférica de pacientes con LCD no fueron capaces
de expresar el receptor para la IL-2 ni de producir INF-y, ambos marcadores de
activacion y proliferacion celular, en respuesta al antigeno leishmanico, pero si realizaban
ambas funciones en respuesta al mitégeno linfocitario fitohemaglutinina (PHA).

Recientemente, comprobamos que estos pacientes no producen ni INF-y ni IL-2

22,24

en respuesta a antigenos de Leishmania Este defecto parece ser altamente

especifico para el parasito Leishmania, ya que los pacientes son capaces de producir



ambas citoquinas en respuesta al PPD (derivado proteico de Mycobacterium
tuberculosis) y a la PHA. En contraste, los pacientes con LCD evaluados presentaban
niveles significativos, y en algunos casos muy elevados de IL-5. Ademas, ninguno fué
capaz de producir simultaneamente IL-5 e INF-y.

Una alta proporcién (52%) de pacientes con LCD presentaban niveles séricos
significativos, aunque moderados, de TNF-o> como también ha sido demostrado por
Pisa y col.®®. Sin embargo, el TNF-a no parece contribuir a la curacion de las lesiones en
ausencia de una respuesta funcional de linfocitos T. Una moderada proporcién (39%) de
los pacientes con LCD presentaron niveles séricos significativos del receptor soluble para
la IL-2 (rsIL-2). Es posible que el rsIL-2 juegue un papel en la supresiéon de las respuesta
de linfocitos T, como ha sido demostrado en pacientes con leishmaniasis visceral®.

Nuestros resultados nos permiten concluir que en los pacientes con LCD hay un
predominio de las citoquinas tipo Th2, las cuales pueden regular negativamente los
mecanismos efectores frente a Leishmania mediados por las citoquinas tipo Th1 (IL-2 e

INF-y), conduciendo a que estos pacientes sean incapaces de controlar la infeccion®*?,

En el extremo resistente del espectro se ubican los pacientes con LCL. Estudios
previos'”'®?° demostraron que estos pacientes presentan respuestas proliferativas frente
a los antigenos de Leishmania. Ademas se observé un aumento significativo en la
expresion del receptor para la IL-2 y producién de INF-y, luego de exposicién de sus
células mononucleares tanto al antigeno de Leishmania, como a la PHA. Sin embargo,

estas respuestas aunque positivas, fueron significativamente menores que en los
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pacientes con LCM. En un estudio reciente®®*** confirmamos que una alta proporcién
(77%) de los pacientes con LCL producen niveles significativos de INF-y en respuesta al
antigeno de Leishmania , PHA, y PPD. Sin embargo, sélo la mitad de ellos (38%) fueron
capaces de producir ambas citoquinas (IL-2 e INF-y). La posibilidad que exista un defecto
en la produccién de IL-2 en estos pacientes, no es probable considerando su buena
respuesta a la terapia27 y la alta proporcién de pacientes que curan espontaneamente3°.
Los resultados sugieren que la IL-2 es producida, e inmediatamente consumida,
probablemente en la produccién de INF-y*. Mas atn nuestros estudios®*** demuestran
que una alta proporcién de estos pacientes (63%) producen rslL-2, lo cual es el reflejo de
un estado de activacién inmunitaria. Es importante sefalar que estos pacientes poseen
los niveles mas bajos de IL-5, comparado con los pacientes con LCD y LCM. Una
proporcién (38%) de los pacientes con LCL también producen niveles significativos de
TNF-a, el cual pudiera participar en la curacion de las lesiones®*? . Nuestros resultados
sugieren que los pacientes con LCL se caracterizan por un patron de citoquinas tipo Th1
en el comportamiento sanguineo, tal y como ha sido demostrado para las formas
curativas en el modelo experimental marido.

En los pacientes con LCM demostramos una fuerte respuesta linfoproliferativa
frente al antigeno de Leishmania, y un aumento significativo de los receptores para la
IL-2, el cual fué mucho mayor en la células mononucleares estimuladas con antigeno
leishmanico que con PHA'"'®%°. Recientemente, demostramos que una alta proporcion
de pacientes con LCM eran capaces de producir INF-y (80.7-92.3%) e IL-2 (61.9-85.7%)

en respuesta al antigeno de Leishmania, al PPD y a la PHA®***, Los mismos pacientes
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que producian IL-2 e INF-y en respuesta al antigeno leishmanico, también produjeron
niveles séricos elevados de IL-5. El 94% de los pacientes con LCM produjo ambas
citoquinas: IL-5 e INF-y.

También observamos que un 64% de los pacientes con LCM tenian niveles
séricos significativamente mas elevados de TNF-a que las otras dos formas clinicas de
LTA®*! han demostrado que el INF-y activa a los macréfagos para producir monoquinas
como el TNF-a y la IL-1, las cuales promueven a los macréfagos a eliminar no
especificamente a los patdgenos. Sin embargo, una sobre-produccion de estas
citoquinas puede ser exiremadamente dafina a menos que sean cuidadosamente
controladas. Se ha demostrado que el TNF-a es responsable de la patologia asociada
con la malaria cerebral®. Un 64% de los pacientes con LCM fueron positivos tanto para
TNF-a. como para el INF-y. Con respecto al rsIL-2 mas del 60% de los pacientes con
LCM producian niveles significativos de este receptor, lo cual es probablemente el reflejo
de una activacion inmunoldgica bajo la presion sostenida por la carga parasitaria®*?* .
Otros investigadores también han demostrado reacciones exageradas de IMC en estos
pacientes'®®.

Nuestros resultados senalan que el patron de citoquinas de los pacientes con
LCM es una mezcla Th1 y Th2. Cuando ambos patrones de citoquinas son producidas,
la respuesta tipo Th2 puede predominar sobre la Th1 y la enfermedad puede
mantenerse en un estado crénico. No parece probable que los pocos parasitos presentes

puedan ser la causa directa del dafo intenso que se observa en las membranas de las

mucosas en esta forma de la enfermedad.
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Todos estos trabajos fueron realizados utilizando extractos crudos del parasito.
Sin embargo, para evaluar en forma precisa la respuesta inmunolégica de pacientes con
LTA, e identificar algunos epitopes de linfocitos T inmunodominantes que puedan estar
implicados en la proteccion o en la inmunopatologia. Cabrera'® recientemente, midié la
respuesta de linfocitos T frente a antigenos especificos definidos. Los antigenos
evaluados fueron la proteina recombinante gp63 (rgp63) de Leishmania major °"""® 'y
las proteinas de estrés de 65KD de Mycobacteriun bovis (rHSP65) y de 70 KD de M.
tuberculosis. La evaluacion se realiz6 en pacientes con LCL y LCM y controles
voluntarios de zonas endémicas. Las proteinas de estrés son unos de los antigenos
reconocidos principalmente durante la respuesta inmunitaria frente a un amplio rango de
patdégenos®'®. Igualmente, éstas proteinas pueden tener una alta reactividad cruzada
que las asocia a fenomenos de auto-reactividad®, de alli la importancia de su estudio.
Asi mismo, identificaron estas respuestas frente a una serie de epitopes contenidos en
estos antigenos definidos. Los resultados de este estudio fueron los siguientes:
1.- La mitad de los pacientes con LCM y controles de zonas endémicas respodieron
positivamente a la proteinas rgp63 de L. major, medido por la produccién de INF-y.
2.- Pacientes con LCL y LCM mostraron una alta respuesta a la proteina de estrés
rHSP70 kD de M. tuberculosis, medido por la proporcién de respondedores y niveles de
INF-y; siendo los pacientes con LCM mas reactivos que los pacientes con LCL.
3.- Los pacientes con LCM mostraron las mas altas frecuencias de respuestas frente a

péptidos sintéticos de la rgp63. Los péptidos de la HSP65 de M. bovis fueron poco

reconocidos por pacientes o individuos controles en respuestas proliferativas.
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Es importante hacer notar que los altos niveles de INF-y en respuesta a la rHSP70
puede jugar un papel en el dafo al tejido observado en estos pacientes, tal como se ha
reportado en pacientes con lepra tuberculoide y Iepromatosa43, cuyo dano en la piel y los

nervios de estos paciente se asocia con una alta expresion intralesional de la HSP70KD.

4.2.- Inmunidad en las lesiones
4.2.1.-La respuesta inmunoldégica cutanea.

La piel es una parte importante del sistema inmunolégico donde ocurren una serie
de respuestas complejas, tanto humorales y celulares. Por esta razén, la piel ha sido
considerada como un 6rgano inmunoldgico autosuficiente, compuesto de células
inmunocompetentes (ie. Células de Langerhans epidérmicas, queratinocitos y linfocitos
T); la unidad perivascular dérmica (ie. células endoteliales, pericitos vasculares, linfocitos
T, mastocitos y dendrocitos dérmicos); y citoquinas interactuantes y quimocinas'*®.

Los dos tipos de células presentadoras de antigeno (CPA) localizadas en la
epidermis son las células de Langerhans y los queratinocitos. Las células de Langerhans
son miembros de la familia de células dendriticas, y son las CPA omnipresentes en piel.
En contraste, los queratinocitos solo se transforman en células inmunocompetentes
activas después de un estimulo cutaneo®'’. Ambos grupos celulares participan en la
generacién del proceso inflamatorio expresando moléculas clase Il del Complejo
Principal de Histocompatibilidad (MHC-II) y moléculas de adhesién, ambas necesarias

para la migracién y retencion de las células inflamatorias®'"®>%. Las células de

Langerhans y los queratinocitos también producen monoquinas, que pueden contribuir
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con la migracién de linfocitos T epidermotrépicos. Estas monoquinas incluyen a la IL-1,
IL-6, IL-8, factor estimulador de colonias de macréfagos y granulocitos (GM-CSF), factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y TNF-B®. Ademas, recientemente se ha podido
demostrar que los queratinocitos son capaces de presentar antigenos a linfocitos T, en
una forma MHC-II restringida, aumentando asi su contribucién a la inmunidad celular
local®® . Estas evidencias asignan un papel importante a la epidermis en la iniciacion de
los procesos inflamatorios® 2.

Los procesos de inmunoregulacion en piel ocurren en tres fases: reclutamiento,
retencion/proliferacion, y recirculacion® . La fase de reclutamiento involucra la
extravasacion de leucocitos a través de la unidad perivascular dérmica, y la subsecuente
migracién de estas células hacia la epidermis. La fase de retencidon/proliferacion
comprende la interaccion entre células de Langerhans, queratinocitos, linfocitos T
epidermotrépicos y citoquinas, y la subsecuente proliferacion de linfocitos T y formacion
de un granuloma o infiltrado dérmico. La fase de recirculacion es activada después de la
eliminacion del insulto cutaneo, e involucra la bajo regulacion de sefales accesorias
provenientes de las células de Langerhans y los queratinocitos. Los procesos de
inmunoregulacién pueden ser afectados por factores como la naturaleza del antigeno, las
CPA epidérmicas, los linfocitos T efectores y las citoquinas.

Nickoloff®® sefiala como defectos a nivel de las sefales accesorias de la
epidermis conducen al desarrollo de procesos inflamatorios en piel, y propone tres
modelos de enfermedad cutanea: 1) El modelo citotéxico donde se da la fase efectora de

la respuesta inmunitaria; 2) EI modelo tolerogénico, caracterizado principalmente por la
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falta de participaciéon del queratinocito como célula inmunocompetente accesoria, lo cual
promueve un estado de anergia selectiva; y 3) El modelo proinflamatorio, caracterizado
por estancamiento de células inflamatorias en piel como consecuencia de pocas senales
accesorias por parte de las células de Langerhans y excesiva expresion de ICAM-1 por

los queratinocitos.

4.2.2. LCL: el modelo citotéxico en leishmaniasis tegumentaria americana.

La epidermis de pacientes con LCL posee numerosas caracteristicas asociadas
con inflamacién activa. Estas incluyen: densidad apropiada de Células de Langerhans
CD1a4'3148586878990. glayada expresion por parte de los queratinocitos de moléculas
MHC-II; presencia de grupos de queratinocitos que expresan la molécula de adhesién
intercelular 1 (ICAM-1). Igualmente, un subgrupo de Células de Langerhans epidérmicas
en las lesiones expresa CD83%, molécula miembro de la Superfamilia de las
Inmunoglobulinas presente en linfocitos activados'® . La distribucién de ICAM-1 en la
epidermis de LCL es similar a la observada en otros desordenes cutaneos, habiendose
asociado con la produccion de IFN-y y la migracion selectiva de linfocitos T
epidermotropicos®. Por su parte, IFN-y, IL-1B, TNF-o, TNF-B e IL-8 pueden ser
detectados en la epidermis separada de lesiones de LCL utilizando la reaccién en
cadenas de la polimerasa realizada después de transcripcién reversa (RT-PCR)”.

El granuloma de LCL presenta un patrén de citoquinas mixto Th1 y ThO, con un

15,57,68

predominio de citoquinas tipo Th . Los niveles de subgrupos de linfocitos T en el

granuloma de LCL (Figura 1) indican que mecanismos efectores, tales como activacion
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macrofagica y lisis de células infectadas, estan involucrados en el control de la
enfermedad”®.

La presencia de parasitos en la piel induce la produccién local de IFN-y en la
lesién, el cual promueve la expresién de ICAM-1 y HLA-DR por los queratinocitos y la
migracién de linfocitos T epidermotrépicos. Las células de Langerhans como potentes
células estimuladoras de linfocitos T Leishmania-especificos'®', promueven una
respuesta efectiva tipo Th1 frente al parasito. Una vez que el parasito es eliminado, o no
es reconocido por el sistema inmunitario del hospedador gracias a sus mecanismos de
evasion, las senales accesorias epidérmicas son bajo-reguladas. Proceso que induce la
cura de la inmunopatologia cutanea causante de la lesion. Por ejemplo, el tratamiento
con luz ultravioleta del espectro B (UVB) de ratones infectados con Leishmania reduce
la manifestacién dermatoldgica sin disminuir la carga parasitaria®.

La presencia de ulcera en la LCL ha sido generalmente asociada con la existencia
de una infeccion bacteriana secundaria. Recientemente, la utilizacion de ratones SCID
(animales con inmunodeficiencia combinada severa carentes de linfocitos T y otras
células inmunocompetentes) ha permitido demostrar que los linfocitos T CD4+ son
indispensables para la formacién de la ulcera leishmanica®. Resultados que sugieren
como una respuesta inmunitaria capaz de eliminar al parasito puede también causar

dano tisular.

4.2.3. LCD: el modelo tolerogénico en leishmaniasis tegumentaria americana.
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La deficiencias epidérmicas de citoquinas y senales accesorias mediadas por
citoquinas pueden afectar la funcidén de las células presentadoras de antigeno e inducir
una anergia parasito-especifica. La epidermis de LCD posee pocas células de
Langerhans CD1a+ y CD83+, y los queratinocitos fallan en expresar HLA-DR o ICAM-1"
(Figura 1). La epidermis de LCD no tiene IL-6 y sblo pocos pacientes expresan mRNA
para IL-1B y TNF-a.'®, lo cual indica un posible defecto en la produccién de monoquinas
por las células presentadoras de antigeno. De esta manera, la ausencia de IL-6 pudiera
ser el resultado de la poca expresion de IL-1B y TNF-a, ya que estas monoquinas
inducen la produccion de IL-6%.

El granuloma de LCD se caracteriza por una respuesta predominantemente del
tipo Th2, con una cantidad alta y poco usual de linfocitos T virgenes y sin orden
microanatomico particular. También existe un aparente defecto en la expresién de la
molécula LFA-1, ya que el CD18 (LFA-1b) esta bajo-regulado y se observan un mayor
nimero de lifocitos infiltrantes CD11a+ (LFA-1a) que en pacientes con LCL%8%9%

La disparidad en los niveles de células epidérmicas CD1a + y CD83+ entre
pacientes con LCL y LCD pudiera estar relacionada con el disparo de la actividad celular,
ya que la expresibn de CD83 esta asociada con presentacién antigénica y las
interacciones celulares que ocurren después de la activacion linfocitaria'®. De tal
manera, que el CD83 pudiera estar identificando un subgrupo de células de Langerhans
CD1a sensibilizadas, responsables de presentar antigenos a linfocitos T memoria. En

conclusion, la lesion de LCL posee las sefales accesorias necesarias para promover una
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respuesta inmunitaria efectiva frente a Leishmania, mientras que en la lesion de LCD se
manifiesta un defecto en la funcién epidérmica.
Algunos factores de riesgo como el componente genético del hospedador7, la

1% v 1a sensibilidad a la UVB® pudieran estar involucrados en la

especie del parasito
susceptibilidad a la LCD. En estas situaciones, el parasito evade la respuesta
inmunitaria del hospedador, y las citoquinas producidas no pueden activar a los
queratinocitos para que expresen ICAM-1 y HLA-DR. Igualmente, las células de
Langerhans estan disminuidas por la accion directa de los parélsitos8 o por la falta de
sensibilizacién de la epidermis. Eventos que conllevan a la generacién de una respuesta

tipo Th2 que crea un estado de tolerancia progresiva hacia el parasito y resulta en la

pardlisis de linfocitos T cutaneos (Figura 1).

4.2.4. LCM: el modelo proinflamatorio en leishmaniasis tegumentaria americana.

La caracteristica mas resaltante de las lesiones de LCM es la ausencia de células
de Langerhans CD1a+ y CD83+ en el epitelio de la mucosa®*®%*®. Esto pudiera ser el
reflejo de una migracién selectiva de las células de Langerhans que después de
sensibilizadas viajan hacia los ganglios linfaticos adyacentes, o es producto del efecto
citolitico del parasito sobre las células durante el curso prolongado de la enfermedad. En
la epidermis de LCM se observa una expresion exacerbada de HLA-DR e ICAM-1,
confirmando el estado de hipersensibilidad asociado con esta forma clinica de la
leishmaniasis. Igualmente, observamos una acumulacion selectiva de linfocitos T que

expresan el receptor antigénico (TCR) ab hacia la membrana basal del epitelio de la
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mucosa’> (Figura 1). El granuloma de LCM presenta un patrén de citoquinas mixto Th1y
Th2, caracterizado por una abundancia de IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5 e IL-10*%. La IL-4
promueve la proliferacion de Th2™ y la secrecién de IL-10, la cual bajo-regula las senales
accesorias de las células presentadoras de antigeno y la produccion de citoquinas Th1,
previniendo la accién efectora del IFN-y. El granuloma de LCM presenta una alta
relacion CD4/CD8 como resultado de un importante aumento de linfocitos T CD4+ en las
lesiones y densidad baja en sangre periférica'*°. En estas lesiones la expresiéon de LFA-
1 (CD11a+ CD18+) esta alterada de manera que ambas subunidades de la molécula se
expresan en forma comparable®® .

La mucosa puede comprometerse en la enfermedad varios afos después que las
lesiones cutaneas primarias estan curadas. De tal forma que individuos sin lesiones
cutaneas aparentes permanecen infectados cripticamente. El parasito y/o la memoria
inmunolégica pudiera ser activada por re-infeccién, inmunosupresion o trauma
fomentando una respuesta inmunitaria cronica que contribuye con el dano tisular.

En las lesiones de LCM, la activacién de la enfermedad pudiera estar asociada
con la hiperproduccion de monoquinas como la IL-1 y TNF-a por los queratinocitos.
Estas citoquinas son capaces de sobre-regular la expresioén de ICAM-1 y HLA-DR de las
células endoteliales y de los queratinocitos, y asi iniciar el trafico de linfocitos T sin la
necesidad de una presentacion antigénica concomitante. La ausencia de células de
Langerhans epiteliales pudiera causar una transduccién inadecuada y deficiente de las

sefales necesarias para cumplir la fase efectora de la respuesta inmunitaria. Mas aun, la
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liberacion de monoquinas por los queratinocitos pudiera promover un estado

proinflamatorio persistente con darno tisular asociado (Figura 1)

5.- Comparacion de marcadores leucocitarios en linfocitos de sangre periférica y
de lesiones.

Las Figuras 2 y 3 presentan los resultados correspondientes a los marcadores
leucocitarios: CD4 (T cooperadoras/inductoras), CD8 (T supresoras/citotoxicas) y CD25,
tanto a nivel de linfocitos periféricos, como linfocitos de las lesiones®’. Los resultados
mas significativos son una marcada disminuciéon de los linfocitos T CD4+ de sangre
periferica y de la relacion CD4/CD8 en los pacientes con LCM comparados con los otros
dos grupos de pacientes. Resultados similares fueron observados por Carvalho y col.’®.
Como se puede ver esta dismucién ocurre por un secuestro de estas células hacia las
lesiones, donde se observa un aumento significativo de estas células en los pacientes
con LCM. No se observaron diferencias en el nimero de linfocitos T CD8+ entre los tres
grupos de pacientes ni a nivel de las lesiones, ni a nivel de sangre periferiferica. En la
Figura 3 mostramos los resultados para el marcador CD25, tanto en las células
perifericas no estimuladas, como en las estimuladas con el antigeno y en los linfocitos de
las lesiones. Los pacientes con LCD son incapaces de expresar el receptor para la IL-2
luego de estimulacion antigenica. En cambio los pacientes con LCL y LCM expresan
eficientemente este receptor luego de estimulacion con el antigeno leishmanico, siendo

esta estimulacion significativamente mayor en los pacientes con LCM. Sin embargo, a
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nivel de las lesiones existe un mayor reclutamiento de estas células en los pacientes con

LCL, que en los otros dos grupos de pacientes.

MODELO SOBRE LA RELACION PARASITO-RESPUESTA INMUNOLOGICA DEL
HOSPEDADOR.

En conclusion, se plantea un modelo sobre la relacion parasito-respuesta
inmunolégica del hospedador en base a los parametros inmunol6gicos demostrados,
tanto a nivel de sangre periferica, como en las lesiones de pacientes con LTA (Figura 4).
El conjunto de nuestras investigaciones sugiere que el patron de citoquinas que
presentan los pacientes con LCL, la forma resistente y curativa de la enfermedad, tanto a
nivel de las lesiones, como en linfocitos de sangre periferica estimulados con el antigeno
de Leishmania, es un patrén tipo Th1, lo cual conduce a la curacién de las lesiones en
estos pacientes, ya sea espontaneamente o luego de una terapia apropiada27’28. Las
formas diseminadas de los pacientes con LCD, resistentes a la quimioterapia, se
caracterizan por un patrén de citoquinas tipo Th2, con una ausencia total de produccion
de IL-2 e INF-y por parte de los linfocitos especificos para el antigeno, y con una sefal
baja de los ARN mensajeros para citoquinas a nivel de las lesiones. Por el contrario una
producién exagerada de IL-5 tanto en circulacién, como en las lesiones. Este tipo de
respuesta Th2 probablemente es la responsable de que estos pacientes sean incapaces
de controlar la infeccion, lo cual conduce a la diseminacién del parasito por toda la
superficie cutanea. En el area intermedia se ubican los pacientes con LCM, con lesiones

destructivas de las mucosas orales y nasofaringeas, con tendencia a la cronicidad. Estos
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pacientes no responden bien a la quimioterapia y presentan una alta tasa de recidivas.
Se caracterizan por un patrdon de citoquinas mixto tipo Th1 y Th2 que coexisten
simultaneamente. Esta situacién puede ser la responsable de la no resolucion de la
enfermedad en estos pacientes, ya que cuando ambos tipos de citoquinas se producen
es posible que las citoquinas tipo Th2 predominen sobre las tipo Th1. Por ejemplo, la IL-4
puede reducir la efectividad del INF-y.

Las moléculas de adhesion como el ICAM-1s son un buen marcador de una
respuesta inmunoldgica efectora. En nuestro caso observamos niveles bajos de esta
molecula en los pacientes con LCD, tanto en sangre como en las lesiones, lo que implica
que estos pacientes poseen una falla en las senales accesorias necesarias para que se
genere la respuesta inflamatoria. Los pacientes con LCL y LCM poseen niveles altos de
ICAM-1s lo que indica que esta molecula participa en los mecanismos efectores
activados para la eliminacion del parasito.

Las diferencias observadas en el perfil de citoquinas en estos pacientes pueden
ayudar a explicar la inmunopatologia de las tres formas clinicas de LTA, y es un buen
ejemplo de como los parasitos pueden estimular una regulacion negativa de las
citoquinas y emplear las actividades biol6gicas de las citoquinas del hospedador para

promover su propia sobrevivencia.

5.- Respuesta inmunoldgica en pacientes con LCL tratados con inmunoterapia con

BCG mas promastigotes de Leishmania.

23



En Venezuela, Convit y Col.?” demostraron la eficacia terapeltica de la
inmunoterapia, constituida por una mezcla de BCG mas promastigotes autoclavados de
Leishmania, en pacientes con LCL. Los resultados demostraron que pacientes con LCL
infectados con L. brasiliensis o L. mexicana, tratados con tres dosis de inmunoterapia
mostraban la misma proporcién de curacién que los pacientes que recibian tres ciclos de
quimioterapia, con 20 inyecciones i.m diarias de antimoniato de meglumina, sin causar
los severos efectos colaterales del tratamiento con quimioterapia. Actualmente la
inmunoterapia esta siendo utilizada en Venezuela de preferencia que la quimioterapia o
asociada con ella en las formas més severas de la enfermedad: LCM y LCD®.

En nuestro laboratorio evaluamos varios aspectos de la IMC de estos pacientes
con LCL incluidos en el protocolo de inmunoterapia, incluyendo respuestas
linfoproliferativas in vitro a mitdgenos y antigeno de Leishmania, pruebas cutaneas de
leishmanina y subpoblaciones leucocitarias en los pacientes con LCL?". Estas respuestas
fueron evaluadas antes y después de tratamiento y curacion de 39 pacientes con LCL
que habian recibido inmunoterapia, en 34 pacientes sometidos a quimioterapia, y en 14
pacientes curados luego de la administracién de BCG solo.

Se demostrd evidentes signos de activacion de linfocitos T en pacientes curados
que habian recibido quimioterapia o inmunoterapia. Por ejemplo, se observé un aumento
en la expresion de receptores para la IL-2 después de tratamiento, comparado con sus
valores pre-tratamiento. Ademas, un porcentaje significativo de los pacientes demostré
un aumento en las respuesta proliferativas in vitro frente a mitégenos, y tanto in vivo

como in vitro frente al antigeno de Leishmania. No se encontraron evidencias del
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desarrollo de una respuesta exagerada frente a parasitos de Leishmania en el grupo
tratado con inmunoterapia, ya que el nivel final de reactividad inmunoldgica fue
comparable al grupo con quimioterapia. Tampoco se encontraron diferencias en términos
de la respuesta inmunologica final entre los pacientes curados con BCG solo y los otros
grupos. Sin embargo, la eficacia terapeutica del BCG fue menor, ya que el tiempo de
curacion medio fue mayor (22 semanas) y el porcentaje de curacion (40%) fue menor,
que con los otros dos tratamientos®'.

Recientemente, Cabrera'® estudiando pacientes con LCL tratados con
inmunoterapia demostr6 ademas un aumento significativo en los niveles de INF-y en
respuesta a los antigenos de Leishmania 'y Mycobacteria comparado con los pacientes
no tratados. Se observo una correlacion significativa entre la respuesta proliferativa al
antigeno de Leishmaniay la produccion de INF-y en el grupo tratado.

Basado en los resultados globales obtenidos, Cabrera'? propuso el siguiente
modelo de bases inmunoldgicas para explicar el mecanismo de accién de la
inmunoterapia en pacientes con LCL (Figura 5). Antes de recibir la inmunoterapia, los
pacientes con LCL ya poseen linfocitos CD4+ los cuales son capaces de proliferar y
producir INF-y en respuesta a antigenos de Leishmania y Mycobacteria12. Luego de la
inmunoterapia, el BCG, puede activar en forma no especifica a los monocitos y
macréfagos a producir IL-12, IL-1 y TNF-o*. Estos productos, particularmente la IL-12,
estimula a las células NK a secretar INF-y y TNF-o'%. Los antigenos de Leishmania
contenidos en la inmunoterapia son presentados a los linfocitos T CD4+ para estimular

una respuesta especifica contra el parasito. Las células ThO se diferencian en células
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especificas tipo Th1. Ambas vias conducen a la activacion macrofagica y a la eliminacién
de los parasitos, y eventualmente al control de la infeccién.

De nuestros estudios concluimos que la inmunoterapia es muy util en el
tratamiento de los pacientes con LCL por su alta eficiencia, baja propensién a producir
efectos colaterales y porque no induce un estado de hiper-reactividad, ademas de ser

mas econdémica.

6.- Respuesta inmunoldgica en individuos sanos vacunados con BCG mas
promastigotes de Leishmania.

La leishmaniasis es una de las pocas enfermedades parasitarias con una larga
historia de intentos de vacunacion (revisado por Modabbereo). Observaciones clinicas de
que pacientes curados espontaneamente o luego de tratamiento con drogas, raras veces
presentaban recurrencia de la enfermedad sustento la creencia de que una respuesta de
inmunidad protectora podia ser inducida.

En el Nuevo Mundo, se han probado vacunas con parasitos enteros contra la
leishmaniasis tegumentaria Americana®, principalmente en Brasil entre los afos 1930-
1940 y mas recientemente™ usando una mezcla de promastigotes sonicados con cinco
cepas de Leishmania. Los resultados de estos ensayos han demostrado una incidencia
reducida de la enfermedad entre los individuos que convirtieron positivamente sus
pruebas cutaneas de leishmanina.

En nuestro laboratorio realizamos un estudio de vacunacién para evaluar las

respuesta de inmunidad celular in vivo (pruebas cutaneas de leishmanina) e in vitro
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(proliferacion de células T y produccién de INF-y tanto a antigenos de Leishmania como
de Mycobacterium luego de la vacunacion de voluntarios sanos provenientes de un area
endémica de leishmaniasis, con promastigotes muertos de Leishmania con y sin BCG'®.
Se realizaron pruebas cutaneas con PPD y antigeno leishméanico en 692 voluntarios, de
los cuales se seleccionaron 208 sujetos doble negativos (< 7mm de induracién) para
participar en el protocolo. Los individuos estudiados fueron divididos en cuatro grupos de
vacunacién: (A) promastigotes muertos BCG, (B) BCG solo, (C) promastigotes muertos
solos, y (D) placebo. Se administaron tres dosis de vacunas con intervalos de 6-10
semanas. A los 4-6 y 12-18 meses se volvieron a medir las respuestas cutaneas al PPD
y al antigeno de Leishmania. Los resultados de este ensayo demostraron que la vacuna
combinada, BCG mas promastigotes de Leishmania, produjo una estimulacién de la
respuesta inmune frente a antigenos de Leishmania y Mycobacterium, en un alto
porcentaje de los vacunados (>85%), evaluada con las tres técnicas utilizadas (pruebas
cutaneas, respuesta proliferativa y/o produccion de INF-y). Esto fue evidente desde la
primera dosis de vacuna en las respuesta proliferativas y en la produccién de INF-y, y se
mantuvo hasta un ano después de la aplicacion de las tres dosis de vacuna. El grupo B,
que recibi6 BCG solo, respondia tan bien como el grupo A al PPD, pero no muy
efectivamente frente al antigeno de Leishmania. Lo inverso era verdad para el grupo C
que recibié promastigotes solos. Un significativo porcentaje de conversion se observo en
el grupo placebo en el seguimiento de los 12-18 meses después de vacunacion, tanto
para el PPD (58%) como para el antigeno de Leishmania (21%), lo que sugiere, ya sea

exposicion ambiental a antigenos leishmanicos o de mycobacterias durante el protocolo

27



de vacunacién, o mas probable, una respuesta producida por las pruebas cutaneas
repetidas.

La respuesta de anticuerpos especificos tipo IgG contra: BCG, PPD antigenos de
Leishmania también se evalué en estos mismos individuos®'. Un bajo porcentaje (38%)
de los individuos vacunados incrementaron sus niveles de anticuerpos especificos para
Leishmania o Mycobacteria , y los que los aumentaron se pueden clasificar como "bajos
respondedores" comparados con los titulos observados antes de la vacunacion. Por lo
tanto no se encontraron evidencias de que la vacunacion per se conduzca a un
nivel potencialmente exacerbatorio de la enfermedad asociado con una respuesta de
anticuerpos, con predominio de linfocitos T tipo Th2, especialmente en lo que respecta a
la respuesta anti-Leishmania. Estos resultados tomados en conjunto demuestran que la
vacuna combinada es potencialmente protectiva para la mayoria de los vacunados. En
estos momentos se realiza un protocolo de vacunacién en una zona altamente endémica
de leishmaniasis en Venezuela (Sanare, Edo. Lara), con el fin de probar la eficacia de la

vacuna combinada para disminuir la incidencia de leishmaniasis.
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Leyenda de la Figura 1.

Participacion de la epidermis en la respuesta inmunoldgica de la leishmaniasis
tegumentaria americana. La leishmaniasis cutdnea americana (LCL) posee la mayoria
de los componentes asociados con un proceso inflamatorio activo: numerosas Células
de Langerhans (LC); queratinocitos (KC) que expresan ICAM-1 (triangulos sélidos) y
HLA-DR (circulos vacios); una acumulacion selectiva de linfocitos T epidermotrépicos (T)
que expresan LFA-1 (rectangulos sélidos); y la generacion de una respuesta Th1. La
leishmaniasis cuaneo-mucosa (MCL) se caracteriza por una expresién exacerbada de
ICAM-1 y HLA-DR por los KC, una ausencia de LC epiteliales, trafico de linfocitos T
epiteliales, y un granuloma mixto Th1/Th2. En la leishmaniasis cutanea difusa (DCL) los
KC no expresan ICAM-1 o HLA-DR, existen pocas LC y hay una produccién defectuosa
de monoquinas. El granuloma es del tipo Th2 con muchos macréfagos HLA-DR+ (M)

cargados de parasitos. Tomado con permiso de Tapia y col., 1994b.

39





