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RESUMEN

La leishmaniasis cutidnea americana incluye a un espectro de manifestaciones clinicas,
afectando a individuos inmunolégicamente respondedores con leishmaniasis cutdnea
localizada (LCL) e individuos no respondedores con leishmaniasis cutinea difusa (LCD),
cuya respuesta inmune celular es principalmente Thl y Th2 respectivamente. Las formas
intermedias de esta enfermedad se caracterizan por una respuesta inmune celular exagerada,
en ocasiones con un compromiso mucocutdneo (LMC) y la leishmaniasis cutinea crénica,
usualmente referida a la leishmaniasis cutdnea intermedia (LCI). Se ha demostrado que el
6xido nitrico (ON) juega un papel importante como mecanismo efector en la eliminacién
del parasito Leishmania. Su produccién se lleva a cabo, mediante la accién de citocinas, por
la enzima 6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS). En el presente trabajo, evaluamos el
perfil de citocinas Thl (IFN-y, IL-12), Th2 (IL-4, IL-10) y Th3 (TGF-B1), asi como la
expresion de la iNOS en lesiones de LCL (n=20), LCI (n=10) y LCD (n=3) empleando el
sistema de avidina-biotina inmunoperoxidasa sobre cortes congelados. Los resultados
muestran que en los pacientes con LCL la densidad de células productoras de IFN-y (1151
+78 cel/mm?) e IL-12 (1326477 cel/mm?) fue mayor (p<0,05) que en el resto de los
pacientes. Mientras que en los pacientes con LCI y LCD las células IL-4+ (1064+105
cel/mm?®), IL-10+ (11204126 cel/mm?) vy principalmente TGF-B1(998+134 cel/mm?)
mostraron una mayor densidad (p<0,05) que en los pacientes con LCL. Por otra parte se
observaron niveles similares en la expresién de iNOS en ambos grupos de pacientes con
tendencia a aumentar en los pacientes con LCL. En lo pacientes con LCD no se observaron
c€lulas IL-12+ y la expresién de IFN-y e iNOS se observé notablemente disminuida. Los
resultados sugieren que las lesiones de LCI estdn caracterizadas por una mezcla de
citocinas Th1/Th2 y un aumento en la produccién de citocinas Th3, diferente Al
predominio de una respuesta Thl y Th2 asociados con las lesiones de LCL y LCD

respectivamente.
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INTRODUCCION

LEISHMANIASIS CUTANEA

La leishmaniasis es una enfermedad producida por un protozoo del género
Leishmania. Este género pertenece al Subreino Protozoa, Phylum Sarcomastigophora,
Orden Kinetoplastida y Familia Trypanosomatidae. Los que se ubican dentro del orden
Kinetoplastida son organismos elongados o esféricos que poseen un dnico flagelo en la
parte anterior de su cuerpo, y tienen ademds una estructura denominada kinetoplasto que se
comunica con una Gnica y extensa mitocondria (Mendoza-Leén y col. 1996).

Los parésitos de Leishmania se presentan bajo formas morfolégicamente diferentes:
promastigotes y paramastigotes en el vector (mosquitos flebétomos del género
Phlebotomus en el Viejo Mundo y el género Lutzomyia en el Nuevo Mundo); y
amastigotes presentes en los fagolisosomas de macréfagos u otras células presentadoras de
antigenos de mamiferos hospedadores. Las formas son identificadas por la disposicién del
flagelo, siendo entonces los amastigotes organismos esféricos con un flagelo no externo,
los promastigotes tienen un kinetoplasto antinuclear y un flagelo emergente de la parte
anterior de su cuerpo y los paramastigotes se caracterizan por tener un kinetoplasto
paranuclear y un flagelo emergente de la parte anterior del cuerpo (Mendoza-Leén y col.,
1996).

Estos pardsitos son transmitidos por la picadura de los fleb6tomos, lés cuales
pueden inocular, a través de su proboscis, cerca de 10-200 promastigotes dentro de la
epidermis. La mayoria de los promastigotes son destruidos por leucocitos
polimorfonucleares y eosinéfilos, pero algunos se adhieren a los receptores de superficie
de los macréfagos dérmicos, donde se trasforman en amastigotes y se mueven hacia la
vacuolas parasitéforas o fagolisosomas donde pueden resistir la destruccidn y
multiplicarse, luego los macréfagos estallan y reinfectan otras células (Mendoza-Ledn y

col., 1996) (figura 1).




Figura 1. Ciclo de Leishmania spp. en los hospedadores vertebrados e invertebrados.
(Tomado de Alvar, J. La Leishmaniasis: de la biologia al control. Editorial Junta de
Castilla y Le6n; Espaiia 1997:19).

La leishmaniasis cutianea del Viejo Mundo, es causada por varias formas de
Leishmania: Leishmania tropica, Leishmania major y Leishmania aethiopica. (Heyneman
y McKerrow,1993). La leishmaniasis cutdnea del Nuevo Mundo también es conocida
como leishmaniasis cutdnea americana (LCA), es producida por un grupo de especies
relacionadas genéticamente, cada una de las cuales tiene manifestaciones caracteristicas y
areas endémicas. Todas estas especies pueden causar simples lesiones cutdneas. Las
lesiones mucosas son en su mayoria caracteristicas del subgénero Viannia, particularmente
L.(V). brasiliensis y L.(V). guyanensis y L. (L). amazonesis. Un tipo de leishmaniasis, la
leishmaniasis cutdnea difusa es producida por L.(L). mexicana en los Estados Unidos,
México, América Central y las regiones del Caribe y por L.(L). amazonesis y L.(L)

venezuelensis en América del Sur (Weigle y Saravia, 1996).




EPIDEMIOLOGIA

La leishmaniasis es considerada como un problema de salud piblica, alrededor de
350 millones de hombres, mujeres y nifios en 88 paises alrededor del mundo estdn en
riesgo de contraer la infeccién y 12 millones de personas ya estdn afectadas por esta
enfermedad. Sin embargo, esta cifra puede ser superior debido al alto subregistro de casos
que existen (Mendoza-Le6n y col., 1996).

La OMS para el afio 1999 habia estimado una incidencia global anual de 1.5 a 2
millones de casos nuevos por afio, en paises como Tunicia (norte de Africa), Turquia (Asia
menor), Siria y el noroeste de Brasil con la siguiente distribucién:

= 1-1,5 millones de casos de Leishmaniasis cutdnea (LC)

* 500.000 casos de Leishmaniasis visceral (LV) (OMS.,1999).

En Venezuela para el afio 1999, el Instituto de Biomedicina (MSDS-UCV) habia
registrado que en los Gltimos afios habia una tendencia a la disminucién en el nimero de
casos con Leishmaniasis cutinea. Por ejemplo en 1995 se reportaron 2261 casos mientras
que en 1998 se registraron s6lo un total de 1700 casos (hasta el mes de agosto de ese afio).
En el afio 2001 el Instituto de Biomedicina indicé que el total de casos reportados al
finalizar del afio 1999 fue de 2653 lo que muestra entonces que hubo un incremento en el
nimero de casos registrados, incremento este que podria explicarse por el perfodo de
lluvias que se ha presentado en nuestro pais en los dltimos afios.

Por otro parte el MSDS indicé que para finales del afio 2000 el total de casos
registrados era 2528, de los cuales el 97% (2449 pacientes) corresponde a pacientes con
leishmaniasis cuténea localizada (LCL), el 1% (29 pacientes) corresponde a pacientes con
leishmaniasis cuténea intermedia (LCI) y 0% (6 pacientes) corresponde a pacientes con

leishmaniasis cutdnea difusa (LCD).




CLINICA

En la LCA, existe un espectro clinico, histolégico e inmunolégico, caracterizado
por un polo resistente y un polo susceptible. En el polo resistente se encuentran pacientes
con leishmaniasis cutdnea localizada (LCL) que se caracteriza por la aparicién de lesiones
localizadas y pocos pardsitos, estos pacientes responden en forma positiva al tratamiento y
en ocasiones curan de forma espontinea. En el polo susceptible se encuentran pacientes
que presentan la enfermedad conocida como Leishmaniasis cutdnea difusa (LCD), los
cuales se caracterizan por la aparicién de numerosas lesiones diseminadas por todo el
cuerpo y gran cantidad de parésitos. En la zona central del espectro se distinguen pacientes
con leishmaniasis intermedia (LCI) y leishmaniasis mucocuténea (LCM) (Diaz y col.), que
comprende formas crénicas atipicas como ldpicas, verrugosas y mucocutdneas, en donde
hay una respuesta inmunitaria celular exacerbada y los pacientes pueden o no responder en
forma positiva al tratamiento (Convit., 1993).

Histol6gicamente, los granulomas que se presentan en LCL, estdn compuestos de
una prominente infiltracién de linfocitos y un ndmero variable de células epiteliales
(Ridley, 1980). En el caso de LCD las lesiones contienen numerosos macroéfagos
indiferenciados cargados con parisitos y presentan pocos linfocitos y células plasmaticas
(Convit y col., 1974). Con respecto a la LCI y LMC, el granuloma se observa como una
mezcla de linfocitos y macréfagos, con pocos pardsitos y moderados cambios epiteliales,
presentan gran nimero de linfocitos T CD4+, y pocas células de Langerhans (Convit y

col., 1972 y 1993, Diaz y col).




RESPUESTA INMUNITARIA CELULAR

El sistema inmunitario cutdneo estd compuesto por células inmunocompetentes
(células de Langerhans epidérmicas, queratinocitos y linfocitos T); la unidad peﬁvascular
dérmica (células endoteliales, pericitos vasculares, linfocitos T, mastocitos y dendrocitos
dérmicos); y citocinas interactuantes y quimiocinas (Tapia, y col., 1988).

Los procesos de inmunoregulacién en piel ocurren en tres fases: reclutamiento,
retencién/proliferacién y recirculacién. La fase de reclutamiento involucra la extravasacién
de leucocitos a través de la unidad perivascular dérmica, y la subsecuente migracién de
estas c€lulas hacia la epidermis. La fase de retencién/proliferacién comprende la
interaccién entre células de Langerhans, queratinocitos, linfocitos T epidermotrépicos y
citocinas, y la subsecuente proliferacién de linfocitos T y formacién de un granuloma o
infiltrado dérmico. La fase de recirculacién es activada después de la eliminacién del
insulto antigénico, e involucra la bajorregulacién de sefiales 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 células presentadoras de
antigeno epidérmicas, los linfocitos T efectores y las citocinas. En relacién con el patrén de
citocinas producido, la respuesta inmunitaria puede ser del tipo Thl o Th2 (Tapia, y col.,
1988).

La comprensién de la epideﬁnis como un sitio de regulacién de la respuesta
inmunitaria en piel, ha permitido evaluar su participacién en varios procesos patolégicos
(Tapia, y col., 1988).

La respuesta inmunolGgica en la LCA se ha caracterizado por la produccién de
anticuerpos especificos contra el parisito y por el desarrollo, en la mayoria de los casos, de
reactividad, mediada por linfocitos timo-dependientes sensibilizados. Los pacientes con
cualquiera de las formas clinicas de LCA desarrollan una respuesta de anticuerpos desde
una etapa temprana de la enfermedad, la cual se mantiene durante el curso de la infeccién y
desaparece Unicamente después de la eliminacién de la mayoria de los parésitos. Estudios
realizados han demostrado que la cronicidad de la infeccién contribuye al desarrollo y

mantenimiento de niveles relativamente altos de anticuerpos (Ulrich, 1993).




La relacién entre las poblaciones de linfocitos T cooperadores-inductores ,
supresores-citotéxicos (CD4+/CD8+) entre las distintas formas de la enfermedad muestran
valores estadisticamente distintos (Caceres-Dittmar y Tapia, 1993).

Estudios anteriores han demostrado que existen subpoblaciones de linfocitos T
CD4+ denominadas Thl y Th2, que se caracterizan por producir diferentes patrones de
citocinas, los clones de Thl producen interleucina 12 (IL-12) e interferén gamma (IFN-y)
y los clones Th2 secretan interleucina 4 (IL-4) e interleucina 10 (IL-10) (Scott y col., 1985;
Heinzel y col., 1989; Liew., 1989; Scott, 1990).

Actualmente algunas investigaciones sostienen que ademds existe una
subpoblacién de linfocitos Th3, los cuales se caracterizan por la produccién de una
citocina supresora conocida como el factor-B transformador del crecimiento (TGF-B),
(Pozo y col. 1998). Esta citocina es potencialmente importante porque antagoniza muchas
respuestas de los linfocitos, asi como también puede inhibir la activacién de los
macrofagos, pudiendo entonces facilitar la proliferacién de la infeccién (Abbas y col.
1995).

La produccién de citocinas tipo Thl inducen la activacién de macrofagos los cuales
cumplen la funcién de eliminar a los pardsitos Leishmania por la via de la sintesis de
derivados reactivos del nitrégeno o del oxigeno (Lohoff y col. 1998), esto corresponde al
tipo de respuesta que se presenta en los pacientes que se encuentran en el polo resistente de
la enfermedad, de igual forma se ha encontrado que aquellos pacientes que se encuentran
en el polo susceptible tienen una respuesta tipo Th2 que bajorregulan la activacién de |
macréfagos. Se ha demostrado que la respuesta inmunolégica del tipo Thl favorece la
inmunidad mediada por células, mientras que la respuesta del tipo Th2 favorece la sintesis
de anticuerpos, por lo que se espera entonces que en las formas susceptibles de la
enfermedad, con respectivas manifestaciones clinicas cronicas, presenten titulos de
anticuerpo mayor a la forma resistente. Con respecto a la forma intermedia o LMC se
puede decir que existe presencia de respuesta inmunoldgica pero exagerada y no adecuada

para el control de la enfermedad (Castés y col., 1993; Castés y col., 1994; Cabrera, 1998).
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Con todo lo anterior se entiende que los pacientes con LCL tiene un patrén de
respuesta inmunoldgica Thl, los pacientes con LCD un patrén Th2 y los pacientes con
LMC muestran una mezcla de citocinas de Th1l y de Th2.

Como se ha descrito anteriormente la respuesta Thl se caracteriza por presentar un
patrén de citocinas que inducen la respuesta de inmunidad celular estimulando la defensa
del huésped por fagocitos (hipersensibilidad tardia y activacién macroféagica). El tipo de
respuesta Th2 se caracteriza por presentar un patrén de citocinas, las cuales estén asociadas
con la produccién de anticuerpos para la inmunidad humoral, estimulando la defensa del
huésped independientemente de los fagocitos (Convit y col., 1993; Ulrich, 1993).

Se ha demostrado que la generacién de resistencia o susceptibilidad a la infeccién
de L. major es muy dependiente de la produccién de citocinas Thl y Th2 y se requiere de
ciertos niveles de IFN-y para lograr la cura de la infeccién y la produccién de IL-4 para

inducir susceptibilidad (Fiorentino y col., 1989).

OXIDO NITRICO

El 6xido nitrico (ON) juega un papel importante como mecanismo efector en la
eliminacion del pardsito (Ferndndez y col., 2000). El mismo es un radical libre en estado
gaseoso cuyas funciones bioldgicas, en general, se pueden dividir en dos grandes
categorias. Primero, el ON actia como un mensajero intercelular al regular el tono
vascular, la activacion de las plaquetas, las respuestas inmunes como neurotransmisor en el
sistema nervioso central. Segundo, sintetizado en grandes cantidades por macréfagos
activados, es una molécula citotéxica implicada en la eliminacién de bacterias, virus y
protozoos, asi como de células tumorales. EI ON es sintetizado a partir del aminoécido L-
arginina y del oxigeno molecular en una reaccién catalizada por la éxido nitrico sintetasa
(NOS) como consecuencia de la oxidacién, al ceder 5 electrones, el nitrégeno guanino de

L-arginina. (Pozo y col., 1998) (figura 2).
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Figura 2. Mecanismo de sintesis de NO a partir de NOS.

Existen al menos dos tipos de NOS. La forma calcio-dependiente estd presente
constitutivamente en una gran variedad de tejidos y produce concentraciones fisiolégicas
de ON. La forma calcio-independiente es inducible, (por lo que recibe el nombre de 6xido
nitrico sintetasa inducible, iNOS), que es estimulada por diversas citocinas como IFN-y,
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o), factor inhibidor de migracién (MIF) y
lipopolisacdrido bacteriano (LPS) en diversos tipos celulares; macréfagos, hepatocitos,
neutréfilos y células endoteliales. Una vez activadas estas células producen, por tiempo
prolongado, una gran cantidad de ON para combatir agentes infecciosos y probablemente
tumores (Pozo y col., 1998).

La expresién de la iNOS se han observado en enfermedades inflamatorias crénicas
de rifién, corazén, piel entre otros, en donde se han establecido relaciones con los
macréfagos, pero en la mayoria de los casos se ha identificado asociado con las células
epiteliales que se encuentran alrededor del foco inflamatorio. Se ha demostrado que existe
una relacion estrecha entre la aparicién de la iNOS vy el tipo de respuesta Thl pudiendo
coincidir esto con la capacidad de los pacientes que se encuentran en el polo resistente de
la enfermedad para destruir al parésito (Kroncke y col., 1998).

La produccién de IFN-y conduce a la activacién de macréfagos y la eliminacion de
los parésitos por la via del 6xido nitrico, siendo esto posiblemente la razén por la cual el

mecanismo de eliminacion del pardsito sea mucho mds eficiente en los pacientes que
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posean este patrén de citocinas (figura 3), mientras que la IL-4 e IL-10 bajorregulan a los
macréfagos, inhibiendo la produccion de 6xido nitrico que traeria como consecuencia la
multiplicacién de los pardsitos con la respectiva propagacién de las lesiones (Fernindez y
col., 2000).

F——— Especificidad i} Inespecificidad -
Antigeno
patégeno TNF
v —&
L]
@Z @‘ IFN-y -'@J IL-1
Patologia

Macréfago Linfocito T Macréfago \ ¥
ON /

4 N

Tumoricidad Microbicida

Figura 3. Especificidad e inespecificidad del mecanismo efector del 6xido nitrico: La
infeccion por un antigeno patégeno permite la expansién monoclonal de linfocitos T, una
vez que los macréfagos les han presentado este antigeno, luego los linfocitos T secretan
citocinas como IFN-y, que estimula a los macréfagos a que producir otras citocinas como

TNF-a e IL-1 que en conjunto pueden inducir a los macréfagos a eliminar células
tumorales u organismos patégenos (Liew y Cox., 1989).

Estudios anteriores han demostrado que la via de la sintesis de ON es la mds
eficiente que tienen los macréfagos en cuanto ha eliminacién del pardsito de Leishmania se
refiere en modelos murinos.

En la leishmaniasis cutidnea experimental el papel del NO como mecanismo
principal de eliminacién de los parésitos estd bien documentado, sin embargo en la
leishmaniasis cutdnea humana ha sido controversial su participacién. Esto se ha debido a la
dificultad en estimar concentraciones de NO por diferencias en los métodos de medicidn,
estado de madurez de los macréfagos, la purificacion de los mismos, entre otros, que
dificultan su estudio in vivo en las lesiones de pacientes infectados con las distintas formas

clinicas de la enfermedad (Dugas y col., 1995).
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Tomando en cuenta todas las evidencias sobre el mecanismo de eliminacién del
pardsito, se hace necesario, correlacionar el patrén de citocinas y los niveles de éxido
nitrico sintetasa inducible en las lesiones de pacientes con Leishmaniasis Cuténea

Americana, para la mejor compresién de la inmunopatologia de esta enfermedad.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Estudiar el patrén de citocinas en lesiones de pacientes con Leishmaniasis cutdnea
localizada, intermedia y difusa, relaciondndolas con la produccién de 6xido nitrico

sintetasa inducible.

Objetivos especificos

1. Estudiar el patrén de citocinas tipo Th1 (IFN-y, I1-12), Th2 (IL-4, IL-10) y Th3
(TGF- B1), en las lesiones de pacientes con diferentes formas clinicas de
Leishmaniasis Cutdneo Americana, utilizando procedimientos
inmunocitoquimicos.

2. Evaluar la expresién de la enzima 6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS) en
lesiones de pacientes que presenten las formas clinicas, utilizando
procedimientos inmunocitoquimicos.

3. Determinar el tipo de correlacién existente entre la expresion del patrén de
citocinas y la expresion de la 6xido nitrico sintetasa inducible en las lesiones de

pacientes con las diferentes formas clinicas de leishmaniasis cutdneo americana
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MATERIALES Y METODOS

1. Obtencién de biopsias:

Los pacientes serdn evaluados en la consulta de Leishmaniasis del Servicio de
Dermatologia del Instituto de Biomedicina, se les tomard una biopsia y luego serin
incluidas en un medio de criopreservaciéon Cryomatrix TM (Shandon, EEUU), para ser
congeladas y almacenadas en nitrégeno liquido, luego se les realizardn cortes de 4 um de
espesor en un criostato a —30°C, a los que se les aplicard el estudio inmunocitoquimico.

Estos pacientes corresponden al periodo comprendido entre el afio 2000-2001

2. Proceso de Inmunotincion:
Fijacion de los cortes histolégicos en acetona durante 5 min.
Inmersion de los cortes en cubetas con PBS durante 5 min.
Incubacién con el anticuerpo 'primario durante 2 horas a temperatura ambiente en
cdmara himeda.
Lavado los cortes con PBS durante 5 min.
Incubacién de los cortes con el anticuerpo secundario durante 30 min. a
temperatura ambiente.
Lavado de los cortes con PBS durante 5 min.
Incubacién con el complejo Avidina-Biotina-Peroxidasa durante 15 min. a
temperatura ambiente: en 1 ml PBS agregar:
10 pl Avidina
10 pl de Biotina + Peroxidasa, luego agitar con el vortex.
Lavado de los cortes con PBS durante 5 min.
Revelado de los cortes durante 3 minutos a temperatura ambiente.
Solucién de revelado: en 5 ml de agua destilada agregar de los productos
Vector NovaRED para peroxidasa (sk4800): |
3 gotas de reactivo 1 agitar

2 gotas de reactivo 2 agitar
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2 gotas de reactivo 3 agitar
2 gotas de peréxido de hidrégeno
Lavado de los cortes con agua destilada.
Contraste con hematoxilina de mayer por 5 min.
Lavado con agua destilada por 5 min.
Deshidratacién de las muestras con: Alcohol al 70 % por 2 min.
Alcohol al 99% por 2 min.
Xilol 1 por 2 min.
Xilol 2 por 2 min.

Montaje en laminas con DPX o entellan.
3. Anticuerpos:

3.1 Primarios:

a. Interleucina 4 (IL-4): Anticuerpo monoclonal IgG de ratén. Dilucién 1/100, R & D
System, EEUU.

b. Interferén y (IFN-1Y): Anticuerpo policlonal IgG de cabra. Dilucién 1/100, R & D
System, EEUU.

¢. Interleucina 10 (IL-10): Anticuerpo monoclonal IgG de ratén. Dilucién 1/20, R & D
System, EEUU.

d. Interleucina 12 (IL-12): Anticuerpo policlonal IgG de cabra. Dilucién 1/100, R & D
System, EEUU. ;

e. Factor transformador del crecimiento (TGF-B1): Anticuerpo monoclonal IgG de
raton. Dilucién 1/100, R & D System, EEUU.

f.  Oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS): Anticuerpo policlonal de conejo. Dilucién
1/500, Serotek, Reino Unido.
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3.2 Secundarios:

a. IgG de cabra: Anticuerpo policlonal biotinado anti IgG de cabra producido en
caballo.  Dilucién 1/30. Vector, EEUU.

b. IgG de ratén: Anticuerpo policlonal biotinado anti IgG de ratén producido en caballo.
Dilucién 1/30. Vector, EEUU

¢. IgG de conejo: Anticuerpo policlonal biotinado anti IgG de conejo producido en
cabra. Dilucién 1/30. Vector, EEUU.

4. Cuantificacién celular:

El contaje de células, se realizé bajo un microscopio 6ptico (Nikon 235788),
equipado con una reticula milimetrada (Carl Zeiss, Alemania), calibrada para determinar el
nimero de células/mm? presentes en la epidermis o en la dermis. Aquellas células con
nicleo visible que presentaron una tincién roja para marcaje simple fueron contadas como
positivas. Con la finalidad de obtener una muestra representativa de las lesiones, se

contaron 10 campos por cada corte utilizando un aumento de 40X.

5. Analisis estadistico:

Los resultados de la caracterizacién inmunocitoquimica fueron expresados como la
media + SEM (error estindar de la media). Las medias fueron calculadas en base a los
valores individuales de cada paciente.

La comparacion entre los grupos se realizé aplicando el test de Mann-Whitney vy el
andlisis de correlacién no paramétrico de Spearman por medio de un programa

computarizado (GraphPad sotfware, San Diego, California, EEUU)
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RESULTADOS

EXPRESION DE LAS CITOCINAS EN LESIONES DE PACIENTES CONLCA

Las células productoras de IFN-y en los pacientes con LCL mostraron una densidad
de 1.151478 cel/mm® representando un 29% de las células en el granuloma, observandose
un incremento estadisticamente significativo (p< 0,05) con respecto a los pacientes con
LCI (791+146 cel/mmz). En las células productoras de IL-12, también se observé una
mayor densidad (p£0,05) en los pacientes con LCL (1.326+77 cel/mm?), (tabla 1, figura
4). Igualmente en los pacientes con LCL (r = 0.7364 y p = 0.0001) yLCI(r=0.8810yp=
0.0072) se establecié una correlacién positiva estadisticamente significativa entre las
citocinas IFN-y e IL-12. De los tres pacientes con LCD estudiados sélo en uno se pudo
cuantificar las citocinas, observandose pocas células IFN-y positivas (31 cel/mm?) vy
ausencia de células IL-12 positivas (tabla 1, figura 5).

El 60% de los pacintes con LCL presentd inmunoreactividad para IFN-y y el 80%
para IL-12 en los queratinocitos. Mientras que el 40% de los pacientes con LCI
presentaron queratinocitos IFN-y positivos y el 60% presenté queratinocitos IL-12
positivos (tabla 2). Los queratinocitos IFN-y e IL-12 positivos representan un 11% y un
19% respectivamente del total de las células epidérmicas. Mientras que en los pacientes
con LCI los queratinocitos IFN-ye IL-12 positivos representan un 4% y un 13%
respectivamente de las células epidérmicas (tabla 4).

Un bajo porcentaje de pacientes con LCL mostraron células dendriticas
epidérmicas INF-y (5%) e IL-12 (30%) positivas y LCI (10%), mientras que en los
pacientes con LCD no se observé reactividad en la epidermis para estas citocinas (tabla 3).
Se observé una baja densidad de las células dendriticas epidérmicas IFN-y positivas tanto
en los pacientes con LCL (9 cel/mmz) como en los pacientes con LCI (5 cel/mmz). De
igual forma se observé una baja densidad de las células dendriticas epidérmicas IL-12
positivas en LCL (21 cel/mm®) y en LCI (17 cel/mm>) (tabla 5).
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Tabla 1. Poblaciones celulares productoras de IFN-vy, IL-12, IL-10, IL-4,

y TGF-PI en pacientes con LCL y LCI

o S Sm wm

Cel/mm**SEM Cel/mm”*SEM Cel/mm’ P
(%) (%) en lesiones
en lesiones de LCL | en lesiones de LCI de LCD
IFN-y (1151478) (791+146) 31 <0,05
29 % 20%
IL-12 (1326+77) (831+ 155) 0 <0,05
33% 21%
IL-10 (495+51) (1120+126) 68 <0,05
12% 28%
IL-4 (501+66) (1064+105) 109 <0,05
13% 27%
TGF-B1 (636+105) (998+134) 300 <0,05
16% 25%

N

IS

Figura 4. Densidad de células productoras de citocinas Thl en los pacientes

con LCL y LCI
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Tabla 2. Porcentaje de pacientes con LCL y LCI con queratinocitos INF-y, IL-12,

IL-10, IL-4, y TGF-BI positivos

% de Pacientes con| % de Pacientes con
LCL LCI
IFN-y 60 40
IL-12 80 60
IL-10 50 70
IL-4 55 50
TGF-p1 0 0

Tabla 3. Porcentaje de pacientes con LCL y LCI con Células Dendriticas
epidérmicas IFN-y, IL-12, IL-10, IL- 4, y TGF-BI positivas

% de Pacientes con| % de Pacientes con
BECL LCI
IFN-y 5 10
IL-12 30 10
IL-10 30 60
IL-4 20 20
TGF-B1 0 0
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Tabla 4. Porcentaje de Queratinocitos INF-y, IL-12, IL-10, IL-4,

y TGF-f1 positivos en pacientes con LCL y LCI

% de Queratinocitos | % de Queratinocitos
+ en LCL + en LCI
IFN-y 11 4
IL-12 19 13
IL-10 5 7
IL-4 6 26
TGF-1 0 0

Tabla §. Densidad de Células Dendriticas productoras de IFN-y, IL-12, IL-10,

IL-4, y TGF-PI en pacientes con LCL y LCI.

Células dendriticas | Células dendriticas
+en LCL +en LCI
(Cel/mm?) (Cel/mm?)
IFN-y 9 5
IL-12 21 17
IL-10 22 109
IL-4 11
TGF-p1 0
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Las células productoras de IL-10 en los pacientes con LCL mostraron una menor
densidad (495+51 cel/mm?) (p<0,05) con respecto a los pacientes con LCI (1.120+126
cel/mm®). De igual forma se observé una menor (p<0,05) densidad de células IL-4
positivas (501+66 cel/mm?) en los pacientes con LCL en comparacién con los pacientes
LCI (1.064+105 cel/mm?®) (figura 6 y 7, tabla 1). En LCD se observé un predomino en la
expresion de IL-4 (109 cel/mm?) e IL-10 (68 cel/mm?) con respecto a INF-y e IL-12 (tabla
6

El 55% de los pacientes con LCL presentaron pocos queratinocitos IL-4 positivos
representando el 6% de las células epidérmicas. Sin embargo en el 50% de los pacientes
con LCI se observé una mayor poblacién de queratinocitos IL-4 positivos (26%).

En el caso de IL-10, el 70% de los pacientes con LCL presentaron queratinocitos positivos
representados por un 5% de las células epidérmicas y el 50% de los pacientes con LCI
presentaron pocos queratinocitos IL-10 positivos (7%) (tablas 2 y 4).

Con respecto a las poblaciones de células dendriticas se observé que el 20% de los
pacientes con LCI presentaron pocas células dendriticas epidérmicas IL-4 positivas (11
cel/mm?), a diferencia de los pacientes con LCL donde estuvieron ausentes. El 30% de los
pacientes con LCL presentaron baja densidad de células dendriticas epidérmicas IL-10
positivas (22 cel/mm?), mientras que el 60% de los pacientes con LCI presentaron una
mayor densidad de las mismas (109 cel-mm?®) (tabla 3). En LCD no se observé

inmunoreactividad en la epidermis para IL-10 e IL-4.

Figura 6. Densidad de células productoras de citocinas Th2 en pacientes con LCL

y LCI
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Las células productoras de TGF-B1 en los pacientes con LCL mostraron una menor
densidad (636+105 cel/mm?) (p<0,05) con respecto a los pacientes con LCI (998+134
cel/mm?) (tabla 1, figura 8 y 9). No se observaron células dendriticas epidérmicas o
queratinocitos positivos en ambos grupos de pacientes, a diferencia de los pacientes con
LCD en los que se encontraron algunos queratinocitos positivos y células positivas para la

expresién de TGF-B1 (300 cel/mm?) en el granuloma.

Figura 8. Densidad de células productoras de citocinas Th3 en pacientes con LCL y LCI
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EXPRESION DE LA ENZIMA iNOS LESIONES DE LCA

En los pacientes con LCL y LCI no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en la expresién de iNOS, sin embargo existe una tendencia a la disminucién
en la expresion de esta enzima en los pacientes con LCI (tabla 6). En el caso de los
pacientes con LCD se observaron pocas células iNOS positivas en el granuloma (63
cel/mm?) (figura 10). En estos pacientes no se observé inmunoreactividad en la epidermis,

mientras que en el 90% de los pacientes con LCL y en el 80% con LCI se pudo observar
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queratinocitos iNOS positivos representando un 34% y 15% del total de las células
epidérmicas respectivamente (tabla 7,9 y figura 11).

El 10% de los pacientes con LCL y LCI mostré escasas células dendriticas
epidérmicas positivas para iNOS (17 cel/mm?® y 12 cel/mm? respectivamente) (tabla 8 y
10).

El andlisis de correlacién pudo determinar que en los pacientes con LCL existe una
correlacion positiva y significativa entre la expresién de iNOS y la expresién de IL-12 (r =
0.7619 y p = 0.0062) (figura 12), a diferencia de IFN-y en donde no se pudo determinar
ningln tipo de correlacién con respecto a la expresién de iNOS, asi como tampoco se
observé correlacién alguna entre la expresién de iNOS y la expresién de las citocinas tipo
Th2 y Th3 estudiadas.

Al realizar el andlisis de correlacién en los pacientes con LCI se determiné que
existe una correlacién positiva significativa entre la expresién de iNOS y la expresién de
IFN-y (r = 0.8810 y p = 0.0368), e IL-12 (r = 0.7619 y p = 0.0368) (figura 8). En los
pacientes con LCL no se observé correlacion entre la expresion de iNOS vy la expresion de

la citocinas tipo Th2 y Th3 estudiadas.

Tabla 6. Expresién de iNOS en pacientes con LCL y LCI

Cel/mm”*SEM Cel/mm’*SEM Cel/mm’ P
(%) (%) en lesiones de
en lesiones de LCL | en lesiones de LCI LCD
INOS | (1373+77 cel/mm®) | (1222+190 cel/mm?) 63 No es
34% 31% significativa

Tabla 7. Porcentaje de pacientes con LCL y LCI con queratinocitos iNOS positivos

LCL

% de Pacientes con

LCI

% de Pacientes con

INOS

90

80
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Tabla 8. Porcentaje de pacientes con LCL y LCI con Células Dendriticas

% de Pacientes con
| B 7

% de Pacientes con
LCI

INOS

10

10

Tabla 9. Porcentaje de Queratinocitos iNOS positivos en pacientes

con LCL y LCI
% de CD +en LCL | % de CD +en LCI
INOS 34 15

Tabla 10. Poblacién de Células Dendriticas productoras de iNOS en pacientes

con LCLy LCI
Células dendriticas | Células dendriticas
+en LCL +en LCI
(Cel/mm?) (Cel/mm?)
INOS 17 12

Figura 12. Anilisis de correlacién entre iNOS e IL-12 en los pacientes con LCL (a)
y en LCI (b)
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Figura §. Expresi6n de las IFN-y en lesiones de LCL (A), LCI (B) y LCD (C) y de IL-12
en lesiones LCL (D), LCI (E) y LCD (F). 40X
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gura 7. Expresién de IL-4 en lesiones de LCL (A), LCI (B) y LCD (C) y de IL-10
en lesiones LCL (D), LCI (E) y LCD (F). 40X
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B1 en lesiones de LCL (A), LCI (B) y LCD (C)

Figura 9. Expresion de TGF-
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Figura 10. Expresién de iNOS en lesiones de LCL (A), LCI (B) y LCD (C)




Figura 11. Queratinocitos iNOS + en lesién de LCI
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman que los pacientes con LCL
tienen una respuesta inmunitaria tipo Thl caracterizada por el predominio de citocinas IL-
12 e IFN-y, lo cual conduce a la curacién de las lesiones en estos pacientes, ya sea
espontaneamente o luego de una terapia apropiada (Castés y col., 1983; Castés y col.,
1984; Castés y col., 1987). Los pacientes con LCD tienen una respuesta tipo Th2
caracterizada por el predominio de IL-4 e IL-10, que conducen a que estos pacientes sean
incapaces de controlar la infeccién, permitiendo la diseminacién del parés'ito por toda la
superficie cutdnea (Castés y col., 1987; Castés y col., 1996). Los resultados también
demuestran que en los pacientes con LCI existe una mezcla de citocinas Th1 y Th2 con un
predominio de las citocinas tipo Th2, esta situacién puede ser la responsable de la no
resolucion de la enfermedad en estos pacientes, ya que cuando ambos tipos de citocinas se
producen es posible que las citocinas tipo Th2 predominen sobre las tipo Th1 (Castés y col,
1983; Castés y col, 1984; Castés y col., 1987; Diaz y col.,)

La correlacién positiva que existe entre IFN-y e IL-12 demuestra la relacién que
existe ente estas dos citocinas predominantes en la respuesta Th1. Se ha demostrado que la
IL-12 induce la transcripcién de IFN-y por las células NK y estimula la diferenciaciéh' de
linfocitos T CD4+ nativos al subgrupo Thl (Abbas y col., 1995). Recientemente se han
estudiado los estudiado los 'posibles efectos de IL-12 sobre los macréfagos y su
modulacién por IFN-y, demostrando que la expresion de IFN-y produce un incremento en
la expresion de los sitios de unién de IL-12 en la superficie del macréfago y que IL-12
posee una actividad autoregulatoria sobre los macréfagos aunque esta puede ser reforzada
por IFN-y (Jones y col., 1998; Grohmann y col., 2001).

Varios investigadores coinciden en que la expresion de IL-12 afecta la funcién
presentadora de antigeno de las células dendriticas en varias formas, incluyendo la
produccién autocrina y el incremento en la expresion superficial del complejo mayor de
histocompatibilidad clase II y las moléculas coestimuladoras. La produccién temprana de

IL-12 por las células presentadoras de antigeno es uno de los los eventos importantes de la
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iniciacién de la respuesta inmunitaria (Macatonia y col., 1995; Grohmann y col., 1998;
Galon y col., 1999). Por otro lado Will y col. (1992) sostienen que la presencia de parisitos
en la piel induce la produccién local de IFN-y, promoviendo la expresién de ICAM-1 y
HLA-DR por los queratinocitos y la migracién de linfocitos T epidermotrépicos. Ademds,
las células de Langerhans, como potentes células estimuladoras de linfocitos T
Leishmania-especificos, promueven una respuesta efectiva tipo Thl. Una vez que el
parasito es eliminado, las sefiales accesorias epidérmicas son bajorreguladas, proceso que
induce la cura de la inmunopatologia cuténea causante de la lesién. Esto pudiese explicar,
por una parte, que la mayoria de los pacientes con LCL mostraron queratinocitos IL-12+ e
IFN-y+, lo que corresponde con la fase de retencién/proliferacién de los procesos de
inmunoregulacién que ocurren en la piel (Tapia, y col., 1994). Y por otra parte, la ausencia
de inmunoreactividad en la epidermis de los pacientes con LCD donde existe un
predominio en la produccién de citocinas tipo Th2 que favorecen la inmunidad humoral
(Convit y col, 1993). La ausencia de células dendriticas epidérmicas pudiera causar una
transducci6n inadecuada y deficiente de las sefiales necesarias para cumplir la fase efectora
de la respuesta inmunitaria (Tapia, y col., 1988).

Como se mencioné anteriormente las citocinas IL-4 e IL-10, se observaron en
mayor proporcion en los pacientes con LCI demostrando una mezcla de citocinas Thl y
Th2 con predominio de citocinas Th2. Giaconini y col (2001), sugieren que la expresion
de IL-10 produce una inhibicién en la sintesis de IL-12 por las células mononucleares
humanas. En este trabajo se observé una disminucién significativa en la expresién.de IL-12
en los pacientes con LCI. Por otra parte previas investigaciones sustentan que una de las
funciones principales de la citocina IL-10 es inhibir la actividad macrofdgica en la
produccién de citocinas tipo Thl. Otra de las funciones de la IL-10 es inhibir las funciones
accesorias de los macréfagos en la activacion del linfocito T (Abbas y col., 1995). La
secrecion de IL-10 bajorregula las sefiales accesorias de las células presentadoras de
antigeno y la produccién de citocinas Thl, previniendo la accién efectora del IFN-y
(Romagnani,1992).

Himmelrich H. y col. (2000), demostraron que la ausencia de IL-4 durante la etapa

temprana de la infeccién con Leishmania, permite el aumento de los niveles de IL-12 y el
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desarrollo de una respuesta tipo Thl, pero que al aumentar la expresién de IL-4 los niveles
de IL-12 comienza a decrecer y predomina entonces una respuesta tipo Th2. Aunque en el
presente trabajo no se estudio la evolucién de las lesiones de los pacientes con LCL, LCI y
LCD, se observé una mayor proporcién de las células IL-4+ en el granuloma con respecto
a las células IL-12 positivas en los pacientes con LCI. Al comparar la expresién de las
citocinas Thl y Th2 en el granuloma de los pacientes con LCD se observé que hubo un
predominio mucho mayor de células IL-4 positivas sobre las células IL-10 positivas y una
total ausencia de c€lulas IL-12 positivas que favorece el predominio de una respuesta tipo
FH2.

Okragly y col. (1994), han descrito que TGF-Bl posee una actividad
proinflamatoria y una actividad antinflamatoria, asi como también inhibe la proliferacién
de linfocitos T y B y la maduracién y activacién de los macréfagos. También se ha
observado que esta citocina juega un papel muy importante en la respuesta inmunitaria que
se desarrolla contra patdgenos intracelulares, promoviendo el desarrollo de la infeccién.
Esto pudiese explicar porque en los pacientes con LCI y LCD se observé una mayor
produccion de células TGF-B1+ en la lesion en comparacién con los pacientes con LCL.

TGF-B1 tiene efectos reguladores sobre un gran espectro celular, es una citocina
multifuncional que posee mecanismos paracrinos y autocrinos, con actividad estimuladora
e inhibidora de la replicacién celular, ademds de intervenir en la migracién celular. Todos
estos eventos son esenciales en la reparacién tisular. Algunas investigaciones han
permitido demostrar que en ratones TGF-B1 “knockout” se desarrolla un sindrome
inflamatorio severo caracterizado por la migracién masiva del infiltrado leucocitario a los
érganos vitales que conduce a la muerte del animal, lo cual pudiese explicar la produccién
de células TGF-B1+ en las lesiones de los pacientes con LCL, ya que esta citocina frena la
activacion macrofdgica una vez controlada la infeccién parasitaria (Okragly y col., 1994).

Por otro lado, Cottrez y Groux describieron que existe una correlacién positiva y
significativa entre la produccién de IL-10 y TGF-B1 explicando asi, el control de los

linfocitos T sobre al activacion de los sitios inflamatorios crénicos y agudos. En la presente
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investigacion no se observé ningin tipo de correlacion entre estas dos citocinas a pesar del
aumento significativo de las mismas en los pacientes con LCI y LCD.

El mecanismo de defensa contra el pardsito mds efectivo lo realizan los macréfagos
activados por citocinas que estimulan la produccién de iNOS y con ella la produccién de
ON. Las citocinas que intervienen en la destruccién del parisito intracelular son
esencialmente las tipo Thl en especial IFN-y, la cual es producida por los linfocitos T y
activa al macréfago para la produccién del TNF-a, el cual estimula a su vez al macréfago a
sintetizar ON destruyendo al parasito. (Cox y Liew, 1989; Kroncke y col., 1998; Jones D.
y col 1998). Esto pudiese explicar la correlacién positiva entre la produccién de iNOS vy la
produccién de citocinas Thl en los pacientes, y la tendencia a la disminucién en la
expresion de iNOS en los pacientes con LCI, debido a la menor expresién de las citocinas
tipo Thl. Ademds, explica la capacidad de los pacientes con LCL para destruir al pardsito
y controlar la infeccién (Kroncke y col., 1998). Mientras que en los pacientes con LCD los
niveles de las citocinas Thl e iNOS se observaron muy por debajo de la expresién de las
citocinas Th2 favoreciendo la supervivencia del parésito. Los resultados obtenidos en LCD
coinciden con Jones y col., (1998) quien describe que IL-4 no sélo es un componente
importante en el desarrollo de la respuesta Th2 sino que suprime la produccién de iNOS
debido a la inhibicién macrofigica lo que imposibilita al macréfago para destruir al
pardsito facilitando el desarrollo de la enfermedad.

La producciénde iNOS ha sido observada predominantemente en células de origen
epitelial, no se conoce atin la razén pero se cree que en estos casos, el ON sirve de barrera
contra el insulto antigénico o bajorregula la reaccién local inflamatoria para inducir
apoptosis en el infiltrado de células inmunes como macréfagos, neutréfilos o células T
(Kroncke y col.,, 1997). Esto explica entonces el aumento en la inmunoreactividad
epidérmica observado en los pacientes con LCL con respecto a los pacientes con LCD y
L.
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CONCLUSION

Los pacientes con LCL tienen una respuesta inmunitaria tipo Thl caracterizada por el
predominio de citocinas IFN-y e IL-12

Los pacientes con LCI tienen una mezcla de citocinas Thl y Th2, con un predominio
de las citocinas tipo Th2, IL-10 e IL-4.

Los pacientes con LCD tienen una respuesta tipo Th2 caracterizada por el predominio
de IL-4 e IL-10.

En los pacientes con LCI y LCD existe un predominio de la citocina TGF-B1, que
inhibe la actividad macrofagica permitiendo el desarrollo de la infeccién.

Las citocinas IFN-y e IL-12 estimulan la expresién de iNOS que permite la produccién
de ON, lo cual facilita la muerte del parisito intracelular en los pacientes con LCL. En
los pacientes con LCI se observé una tendencia a la disminucién en la expresion de
iNOS debido a la disminucién en la expresién de las citocinas IFN-ye IL-12. En LCD
tanto la expresi6n de las citocinas IFN-y e IL-12 como la expresién de iNOS se observé
notablemente disminuida en comparacién con la expresién de las citocinas Thi, lo que

permite la sobrevivencia del parisito.
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