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PARTICIPACION DE LOS LINFOCITOS T
EN LA LEISHMANIASIS CUTANEA

Zoila Caridad Moros
Félix J. Tapia

RESUMEN

El mecanismo exacto por el cual el sistema inmune
interviene en la destruccion del parasito Leishmania no se
conoce, sin embargo, se considera a la inmunidad mediada
por células fundamental en la resolucion de la infeccion.

Se ha demostrado en la leishmaniasis cutdnea Americana,
que la densidad de linfocitos T en sangre periférica es similar
en los pacientes con leishmaniasis cutanea localizada (LCL),
leishmaniasis cutaneo mucosa (LCM), leishmaniasis cutaneo
difusa (LCD) e individuos sanos. Sin embargo, la evaluacion
de las subpoblaciones de. linfocitos T (T
cooperador/inductor, T supresor/citotéxico, T totales vy
linfocitos T Tac+) han mostrado diferencias en las diferentes
formas de la enfermedad.

La respuesta linfoproliferativa frente a mitégenos vy
antigenos de Leishmania ha sido estudiada por Castés y col.
(1983), demostrando que los pacientes anérgicos con LCD
presentan un defecto de tipo especifico ya que reaccionan en
forma adecuada frente a mitégenos (PHA y Con A) pero
defectuosamente frente a antigenos del parasito. Los
pacientes con LCL y LCM presentaron respuestas altas
frente a los antigenos del parasito y disminuidas frente a
PHA 'y Con A.
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Estas alteraciones en la respuesta proliferativa de las
células T a los mitégenos sugieren un defecto en las células
linfoides, ya que ambos mitégenos estimulan
significativamente a los linfocitos.

Recientemente Cillari y col. (1986) demostraron que las
células esplénicas de ratones BALB/c infectados, producen
bajos y defectuosos niveles de | L-2 frente a Con A, cuando
se comparo con los no infectados e igualmente observaron
una actividad supresora para inhibir la IL-2 en células
adherentes de ratones infectados, la cual fue restaurada al
afiadir indometacina, sugiriendo que la supresion de | L-2 es
mediada por prostaglandinas producida por los macrofagos.

Todo esto parece indicar que la funcion de las células
supresoras es la de bloquear la produccién de IL2, lo cual
puede ser reforzado por los hallazgos de Modlin y col.
(1985), quienes observaron una disminucién de células
productoras de IL-2 en los granulomas de pacientes con
LCD. Es posible que la falla inmunolégica en LCD esté
relacionada con la actividad de células supresoras en las
lesiones.

Modlin y col. (1985), sin embargo, también observaron en
las lesiones de LCL, un numero alto de linfocitos T CD8+ y
sugieren que éstos no juegan una funcidn supresora
importante que pueda inhibir la producciéon de linfocinas
esenciales para los linfocitos T y la activacién macrofagica.

SUMMARY

The precise mechanism by which the immune system
eliminates Leishmania is uncleared. However, cell-mediated
immunity is considered essential for the cure of the infection..

The number of peripheral blood T cells is very similar
through out the clinical spectrum of American cutaneous
leishmaniasis and to that of healthy individuals. However, the
characterization of the different T cell subgroups (T helper, T
suppressor-cytotoxic dnd Tac positive T cells) has revealed
marked differences among the distinct clinical forms of the
disease.

Castés et al. (1983) have demonstrated by Ilympho-
blastogenesis analysis that patients with diffuse cutaneous
leishmaniasis (DCL) have an adequate response to mitogens
but deffective to Leishmania antigens. In addition, patient
with localized cutaneous leishmaniasis (LCL) and muco-
cutaneous leishmaniasis (MCL)

present a high lymphoproliferative response to the parasite
antigens but moderate to PHA and Con A.

Recently, Cillari et al. (1986) have shown that splenic cells
isolated from Leishmania infected BALB/c mice produce low
levels of IL-2 after stimulation with Concanavalin A. These
authors also observed a suppressor activity by adherent cells
which inhi bit | L-2 and it is restored by addition of
indomethacin. Results which suggest that IL-2 suppression in
subceptible mice in mediated by macrophaghe-produced
prostaglandins.

These finding are also supported by those of Modlin et al.
(1985) which showed a decrease number of IL-2 producing T
cells in the granulomas of patients with DLC. It is possible,
that the immunological failure in DCL is associated to
suppressor cells present in the lesions. However, this group
also observed a high density of CD8 positive T cells in the
lesions of LCL patients but suggest that these cells may not
play an important suppressor role that could inhibit lympho-
kine production.

PALABRAS CLAVES: Inmunidad Celular en Leishmaniasis.
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La leishmaniasis es una enfermedad
crénica, producida por un protozoario
flagelado perteneciente al género
Leishmania, el cual, a través de un in-
secto vector (Phlebotomus en el viejo
mundo y Lutzomyia en el nuevo mun-
do), es capaz de infectar una variedad
de vertebrados, incluyendo el hombre.

"La infeccion en el hombre ocurre
cuando éste se introduce en'el habitat
natural del vector y es por ello que el
hombre es considerado un hospedador
accidental (Zuckerman & Lainson,
1977; Williams & Vasconcellos, 1978)
(Figura 1).

Convit y Pinardi (1974) plantearon
el,concepto de la leishmaniasis cutanea
americana (LCA), como una enferme-
dad espectral basandose en una corre-
lacion de factores clinicos, histopato-
l6gicos e inmunoldgicos. Estos investi-
gadores consideran la existencia de dos
formas polares (polo benigno represen-
tado por la leishmaniasis cutanea loca-
lizada, LCL y el polo maligno repre-
sentado por la leishmaniasis cutanea
difusa, LCD) con un area intermedia
bastante amplia. (Figura 2).

Otra forma clinica de la enfermedad
es la leishmaniasis cutanea mucosa
(LCM), dentro de la cual se considera
también la posible existencia de un es-
pectro (Rondén y col., 1985).

Con respecto al curso de la leishma-
niasis cutanea en modelos experimen-
tales se ha encontrado la existencia
aparente de dos polos en distintos mo-
delos murinos, asi como de formas in-
termedias en ratones moderadamente
resistentes a la infeccién, que sefalan
que las distintas formas clinicas de la

infeccion estan intimamente asociadas
a factores genéticos e inmunoldgicos.

EVIDENCIA QUE LA RESPUESTA
INMUNOLOGICA EN
LEISHMANIASIS ES
PRINCIPALMENTE MEDIADA POR
CELULAS

El mecanismo exacto por el cual el
sistema inmune interviene en la des-
truccién del parasito Leishmania no se

conoce, sin embargo, se considera a la

inmunidad mediada por células (IMC)
fundamental en la resolucién de la in-
feccion.

La IMC describe reacciones locali-
zadas a organismos, usualmente paté-
genos intracelulares, mediadas por lin-
focitos y fagocitos mas que por anti-
cuerpos (inmunidad humoral). Actual-
mente se sabe que ambos mecanismos
inmunes estan intimamente relaciona-
dos.

No es posible considerar ambas res-

puestas como enteramente separadas. Las
células estan asociadas con la iniciacion
de la respuesta mediada por anticuerpos,
y los anticuerpos actuan en algunas
reacciones mediadas por células.

Hasta el momento no se ha definido el
verdadero papel que desempenan los
anticuerpos en la proteccion del hospe-
dador frente al parasito de Leishmania,, a
pesar que se ha demostrado que los mismos
se encuentran en niveles mas elevados
en las formas cutaneo-mucosa y cutaneo-
difusa que en la forma be-
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nigna de la infeccion LCL (Bray y col.
1965; Convit & Pinardi, 1969; Yarzabal
y col., 1979).

Una correlacion entre la IMC a los
antigenos de Leishmania y la resisten-
cia a la infeccion se ha demostrado en
numerosos estudios clinicos y experi-
mentales (Preston & Dumonde, 1976;
Arredondo & Pérez, 1979; Wyler y col.,
1979).

En la infeccién humana, los estu-
dios, que se han realizado se basan
principalmente en la reaccién de HT
(leishmanina o prueba de Montenegro),
generalmente aceptada como una res-
puesta de IMC.

Evaluaciones clinicas e histopatol6-
gicas de las lesiones han indicado que
en los pacientes con LCL el desarrollo
de una respuesta especifica esta rela-
cionada con la activacion de un meca-
nismo de inmunidad celular (Zucker-
man, 1975; Preston & Dumonde, 1976),
el cual pareciera estar ausente en los
pacientes con LCD (Turk & Bryceson,
1971; Convit y col., 1972). Por otra
parte, los pacientes con LCM a pesar
de presentar una alta respuesta de
IMC, ésta no parece ser la adecuada,
contribuyendo a la patologia de la en-
fermedad (Convit & Pinardi, 1974;
Castés y col., 1983).

La funcion de los linfocitos Ten la
curacion de las lesiones cutaneas fue
examinada por Mitchell y col. (1980) en
ratones CBA/H y C57BL/6, a los cuales
se les removio el timo. Los resultados
demostraron una recuperacién de la
infeccion cuando a estos animales se
les transferian linfocitos T de ratones
singénicos sanos.

Igualmente la importancia de los
nodulos linfaticos que drenan las lesio-
nes en la diseminacion de la leishma-
niasis cutanea ha sido demostrada en
varios modelos experimentales (Kadivar
& Soulsby, 1975; Poulter & Randolph,
1982; Reed y col. 1986). En lineas
generales la remocién de los nédulos
linfaticos antes de la infeccion en
ratones resistentes permitié el desa-
rrollo de lesiones primarias similares a
las observadas en ratones susceptibles.
En los experimentos de Reed y col.
(1986) ratones C57BL/10 altamente
resistentes y DBA/2 de resistencia in-
termedia desarrollaron metastasis, per-
dieron su respuesta de HT a Leishma-
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nia y algunos de los animales murieron.
En estudios previos ya Scott & Farrel
(1982) habian demostrado que ratones
resistentes C57BL/6 inoculados con L.
major por via intravenosa evitando asi
el drenaje linfatico local morian de la
infeccion.

Estos resultados sugieren que el
control inmunolégico al comienzo de la
infeccion por Leishmania en ratones,
depende de una actividad linfocitaria
local que incluye la produccion de
monocinas Yy linfocinas e interrelaciones
celulares que inhiben Ila replicacion
intracelular del parasito.

En otro tipo de experimentos, Gia-
nnini (1986) investigd la influencia de la
irradiacién UVB (luz ultravioleta es-
pectro B) en el desarrollo de la leish-
maniasis cutanea. Para ello irradio ra-
tones medianamente resistentes
B10.129 en el sitio de inoculacion. La
baja dosis de UVB utilizada (15 mJ/ cm
2) aparentemente afecta la funcion de
las células asociadas con el sistema
inmune de la piel por ejemplo células
de Langerhans, linfocitos T, macrofa-
gos, etc. Los resultados mostraron sor-
prendentemente una supresion de las
lesiones en ratones irradiados, sin em-
bargo, el nUmero de parasitos en lesio-

nes fue similar en los ratones irradiados
y en los controles. Estos resultados
reafirman que alteraciones de tipo local
en el sistema inmune de la piel, en la
primera fase de la infeccion leishmanica
influye en la respuesta inmune y el
desarrollo subsecuente de la enfer-
medad clinica.

Giannini (1986) propone que la IMC
en leishmaniasis tiene dos compo-
nentes, uno que ofrece proteccion y el
otro que media la destruccién celular.

CARACTERISTICAS DE LOS
LINFOCITOS EN LAS
INFECCIONES PRODUCIDAS
POR LEISHMANIA

a. HIPERSENSIBILIDAD TARDIAY
LEISHMANIASIS

En la clasificacién de hipersensibili-
dad sugerida por Coombs y Gelj
(1975), la hipersensibilidad tardia (HT,
hipersensibilidad mediada por células o
tipo 1V) es usada para describir todas
aquellas reacciones de hipersensibili-
dad las cuales toman mas de 12 horas
enn desarrollarse (Roitt y col., 1985).

Existe evidencia que la resistencia
adquirida a patogenos intracelulares
como son Salmonella typhimuriun,
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Listeria monocytogenes, Mycobacte-
rium leprae y L. major, estan correla-
cionados con el desarrollo de una reac-
ciéon de HT (Turk, 1975). La reaccién de
HT, es clasicamente definida como
provocada especificamente, desarro-
llando reacciones celulares mixtas que
involucran principalmente linfocitos vy
macréfagos y es independiente de los
anticuerpds circulantes.

En el hombre el desarrollo de Ia
reaccion de HT a los antigenos de
Leishmania (leishmanina o prueba de
Montenegro) ha sido caracterizado en
diversas formas clinicas de la LCA
(Convit y col., 1972; Convit & Pinardi,
1974; Castés y col., 1983), observan-
dose que los pacientes con LCL y LCM
presentan una reaccién de HT positiva
frente a los antigenos especificos de
Leishmania, siendo la intensidad de la
reaccion mayor en pacientes con LCM.
Por el contrario los pacientes con LCD
no dan pruebas intradérmicas positivas
a estos antigenos.

El desarrollo de la reaccion de HT a
los antigenos de Leishmania es
paralela a la curacion de la lesion
cutanea y es un prerrequisito en la
adquisicion de un estado de inmunidad
protectora (Convit y col. 1972).

El desarrollo de la inmunidad pro-
tectora en ratones resistentes C57BL/6
infectados con L. mexicana fue estu-
diado por Pérez y col. (1981) quienes
demuestran que la inmunidad protec-
tora a la reinfeccion se adquiere antes
que sea efectiva la curacién de la lesion
primaria, y es paralela con el desarrollo
de la respuesta de HT especifica al an-
tigeno.

Como ha sido sefialado en otras
funciones mediadas por linfocitos T,
existe restriccion por antigenos del
MHC en la induccién a la respuesta de
HT. Por ejemplo, los linfocitos T no
pueden mediar reacciones de HT cuan-
do se inoculan por transferencia adop-
tiva a recipientes MHC incompatibles
(Miller y col., 1975).

Milon y col. (1986) inocularon ra-
tones BALB/c con una mezcla de célu-
las de nédulo Linfatico de ratones sen-
sibilizados y L. major, observando que
el pretratamiento de las células del né-
dulo linfatico con anti-Thy-1 (anticuerpo
dirigido a linfocitos T totales) mas
Complemento, abolia la capacidad de
estas células.de transferir HT. Tam-
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bien observaron que al inyectar ratones
infectados con células del ndédulo
linfatico inmunes a L. major y glébulos
rojos de carnero no se observaba
reaccion de HT. Esto demuestra que la
reaccion de HT es una consecuencia de
la interaccion entre los linfocitos T
"especificos" y el antigeno que provoca
el reclutamiento de los leucocitos
sanguineos que van a intervenir en la
reaccion.

Estudios similares en modelos expe-
rimentales han demostrado que las
reacciones de HT son mediadas por lin-
focitos T circulantes, que generalmente
exhiben el fenotipo Lyt 1+ (anticuerpo
que en un principio se creia distinguia
linfocitos T cooperadores, hoy
caracterizados por el L3T4). Vadas y
col. (1976) caracterizaron este grupo
celular, al tomar células de ndédulos
linfaticos de ratones CBA y someterlas
a tratamiento con diferentes
anticuerpos mas Complemento. Cuando
las células fueron tratadas con suero
anti Lyt-1 y Complemento, su habilidad
de transferir HT fue abolida sin
embargo, el tratamiento con anti Lyt2 y
Complemento no afecté la funcion.

Otros investigadores han demostrado
que la inoculacién de L. enriettii en el
sitio donde previamente existia una
reaccion de HT provocada por BCG o
dinitroclorobenceno, inhibia drastica-
mente el desarrollo de la lesion (Behin
y col., 1978). Debido a que las reaccio-
nes de HT se caracterizan por una infil
tracion de linfocitos y macréfagos, el
mismo grupo de investigadores (Mauel
y col., 1978) ha sugerido que los ma-
créfagos activados participan en la des-
truccién del parasito Leishmania, y que
la reacciéon de HT provoca el reclu-
tamiento y activacion de los macréfagos
al sitio de la reinoculacion y la virtual
eliminacion de los parasitos.

Howard y col. (1980) han sugerido
que la susceptibilidad en cepas de rato-
nes congeénitos y la persistencia de las
lesiones en los ratones resistentes
estan fuertemente correlacionadas con
una analoga disminucion de la reaccion
de HT. En sus experimentos, algunas
cepas de ratones congénitos e hibridos
Fi, fueron infectados y su reaccion de
HT al antigeno soluble de L. major fue
examinada a diferentes intervalos de
tiempo. Los ratones BALB/c desarro-

liaron niveles variables de HT durante
el inicio de la infeccion, pero esta reac-
tividad disminuye progresivamente por
una supresién antigeno especifica pa-
ralela a la fuerte inabilidad de estos ra-
tones de manifestar una efectiva resis-
tencia a la infecciéon por L. major. En
contraste los ratones resistentes a la
infeccion (CBA, C57BL/6 e hibridos Fi:
BALB/c x Cb57BL/6) uniformemente
desarrollaron altos niveles de HT, la
cual persistié después de la infeccién.

b. RESPUESTA LINFOCITARIA
ESPECIFICA Y NO ESPECIFICA

Los linfocitos de sangre periférica
proliferan cuando se cultivan in vitro en
presencia de mitégenos, antigenos y
células alogénicas. Esta propiedad
recibe el nombre de blastogénesis o
transformacién blastica. En su
preparacion hacia la division celular,
sintetizan ADN, propiedad que permite
la determinacion in vitro de Ia
capacidad proliferativa al afadir bases
nucleares radioactivamente marcadas,
previamente al pico de la mitosis
celular. En leishmaniasis el uso de
mitégenos permite evaluar la funcion
linfocitaria para cada forma clinica.

Los mitégenos mas utilizados son
las lectinas, que estimulan en forma no
especifica la linfoblastogénesis de
multiples clonos celulares (respuesta
policlonal). Principalmente son
utilizados:  Fitohemaglutinina (PHA,
derivada del Phaseolus vulgaris) y
Concanavalina A (Con A, derivada de
la Canavalia ensiformis). Ambas
lectinas estimulan principalmente
linfocitos T, pero existen evidencias
experimentales que indican que cada
una de ellas actua sobre subgrupos
diferentes de los mismos. La PHA
estimula preferencialmente linfocitos T
cooperadores/inductores CD4+
(Reinherz y col., 1979; 1980). El mi-
tégeno Con A, por el contrario, parece
estimular principalmente a los linfoci-
tos T supresores/citotoxicos CD8+
(Nath y col. 1979).

También son utilizados mitégenos
que estimulan selectivamente linfocitos
B, como es el lipopolisacarido (LPS)
derivado de la pared celular de
Escherichia coli.

El estado de inmunocompetencia
por transformacion linfoblastica en la
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LCA ha sido estudiado por Castés y col.
(1983), encontrando importantes
diferencias en las distintas formas cli-
nicas.

Estos investigadores demostraron
que la respuesta proliferativa frente a
PHA en pacientes con LCL, y particu-
larmente en pacientes con LCM, fue
significativamente menor que la pre-
sente en los individuos aparentemente
sanos. La respuesta proliferativa frente
a Con A en pacientes con LCL y LCM
fue muy similar a la de individuos sa-
nos. Resultados que coinciden con los
de Wyler y col. (1979) y Petersen y col.
(1984). En pacientes con LCD, en-
contraron una respuesta frente a PHA y
Con A normal, coincidiendo con Pe-
tersen y col. (1982).

Una disociacion entre la respuesta a
estos dos mitdgenos también ha sido
demostrada en leishmaniasis experi-
mental por Arredondo y Pérez (1979).
Los investigadores infectaron ratones
BALB/c con amastigotes de L. mexica-
na y siguieron la cinética de la infeccién
utilizando PHA, Con A y LPS. Entre la
cuarta y octava semana de la infeccion
los ratones manifestaron un aumento
en la proliferacion de las células
esplénicas a los mitdégenos utilizados.
Después de este periodo la respuesta
frente a PHA y LPS disminuyé
progresivamente, mientras la prolifera-
cion frente a Con A aumento significa-
tivamente.

Sadick y col. (1986) confirmaron
estos resultados en ratones BALB/c y
C57BL/6 infectados con L. major, cul-
tivando células del noédulo linfatico
frenté a Con A. Se observé una dismi-
nucion de la proliferacion en presencia
de Con A al inicio de la infeccién, pero
ésta fue recuperada en ambas cepas de
ratones y persistié durante la infeccién.

Las alteraciones en la respuesta
proliferativa a los mitégenos, PHA y
LPS, sugieren un defecto en las
células linfoides, ya que ambos
mitégenos estimulan significativamente
linfocitos T y B respectivamente. El
aumento en proliferacién de las células
esplénicas frente a Con A observado
en los animales infectados, podria ser
el reflejo de una expansién de la
subpoblacién de linfocitos T
supresores/citotéxicos los cuales
preferencialmente responden a este

mitégeno (Stobo & Paul, 1973).

La respuesta especifica frente a an-
tigenos de Leishmania in vitro, también
fue evaluada por Castés y col. (1983).
Para ello los investigadores midieron la
respuesta linfoproliferativa de los
pacientes con LCL. LCD y LCM,
utilizando extractos obtenidos de dos
cepas diferentes de parasitos: L. mexi-
cana pifanoi y L. braziliensis guyanen-
sis.

Cuando el antigeno de L. brazilien-
sis fue analizado, los pacientes con
LCM manifestaron una fuerte respuesta
linfoproliferativa. Los pacientes con LCL
presentaron una moderada reactividad
linfocitaria, mientras que en los
pacientes con LCD fue notable la au-
sencia total de respuesta in vitro a los
antigenos de Leishmania, coincidiendo
estos resultados con los reportados
previamente por Ulrich y col. (1979).
Los resultados obtenidos utilizando
antigenos de L. mexicana fueron basi-
camente comparables.

Varios investigadores (Turk y col.
1971; Castés y col., 1983) demuestran
la existencia de una correlacién entre
las pruebas de transformacion linfo-
blastica y la reaccion de inmunidad
mediada por células in vivo al medir H
T,

La respuesta especifica de la IMC
ha sido también evaluada por Sadick y
col. (1986) en ratones BALB/c vy
C57BL/6 infectados con L. major. Para
ello evaluaron la respuesta linfopro-
liferativa frente a antigenos de Leish-
mania de las células del nédulo linfati-
co que drenaban el sitio de infeccion.
Ambas cepas de ratones manifestaron
un aumento en proliferacién al inicio de
la infeccion; pero a partir de la tercera
semana se observd una marcada
disminucion en la respuesta linfoproli-
ferativa. Sin embargo, los ratones
C57BL/6 recuperaron su reactividad
aproximadamente a partir de la sexta
semana, mientras que los ratones
BALB/c nunca presentaron recupera-
cion en- su reactividad a los antigenos
de Leishmania. Estos resultados de-
muestran que los linfocitos T de ratones
susceptibles a la leishmaniasis pre-
sentan una respuesta defectuosa frente
a los antigenos del parasito.

Otros investigadores han demostrado
que los ratones BALB/c también fa-

Ilan en controlar la infecciéon provocada
por L. dionovani (Bradley & Kirkley,
1972) y de que igualmente desarrollan
respuesta celular y humoral a otros an-
tigenos incluyendo otros parasitos (La-
mon y col.,, 11972;1973). La ausencia
de respuesta proliferativa frente a
Leishmania se ha postulado como un
evento especifico que esta relacionado
con un defecto inmunolégico del hos-
pedador (Pérez y col., 1978).

En forma similar la ausencia de res-
puesta especifica en pacientes con
LCD, también se ha reportado como un
defecto inmunolégico del hospedador,
mas que a la infecciéon por distintos
tipos de Leishmania. Una evidencia en
favor de esta hipotesis ha sido presen-
tada por Convit y col. (1972) al de-
mostrar que la inoculacién accidental
con material de una lesion difusa en
una asistente de su laboratorio, ocasio-
né una lesion tipica de LCA (leishma-
nina positiva), ja cual desaparecié con
tratamiento y no mostré signo de en-
fermedad después de ocho afios de se-
guimiento.

Existen ciertas evidencias que sefia-
lan que la LCL es causada por L. brazi-
liensis, y la LCD por L. mexicana
(Alexander & Russell, 1985; Rondon y
col., 1985). Sin embargo, debido a qUe
no se ha detectado en el Nuevo Mundo
ningun caso de LCD provocada por L.
braziliensis, el argumento sobre si las
diferentes formas clinicas son el pro-
ducto de la infeccién por diferentes es-
pecies, continta siendo un aspecto dE
interés sobre el cual deben dirigirse fu-
turas investigaciones.

Convit y col. (1972) igualmente es-
tudiaron a pacientes con LCD para de-
terminar si el defecto inmunoldgico en
estos pacientes era especifico para el
parasito Leishmania, o si era un defecto
generalizado que incluia otros anti-
genos. Para este fin, pacientes con
LCD fueron inyectados intradérmica-
mente con 0,1 ml. de lepromina (160 x
10% bacilos de Iviycobacterium le-
prae/ml) y con derivado proteico puri-.
ficado (PPD) de Mycobacterium tu-
berculosis simultaneamente. En estas
pruebas la respuesta de estos
pacientes no difiri6 de la respuesta
obtenida en individuos sanos sometidos
al mismo tratamiento, confirmando el
defecto especifico de los pacientes con
LCD de responder a Leishmania.
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c. CARACTERIZACION
LEUCOCITARIA EN SANGRE
PERIFERICA DE LAS
DIFERENTES FORMAS DE LA
ENFERMEDAD HUMANA.

Se ha demostrado en la LCA, que los
niveles de linfocitos T formadores de
rosetas son comparables entre los
pacientes con LCL, LCM y LCD, y un
grupo de individuos aparentemente sa-
nos (Castés y col., 1983; Carvalho y
col., 1985).

El desarrollo de anticuerpos mono-
clonales dirigidos a marcadores de su-
perficie en los linfocitos T y otras sub-
poblaciones leucocitarias ha permitido
la identificaciéon de diferentes fenoti pos
celulares provenientes de sangre
periférica y de tejido. Localizacion que
se ha hecho utilizando procedimientos
inmunocitoquimicos como la inmuno-
fluorescencia y la inmunoperoxidasa.
Se ha sugerido que la caracterizacién
de estos fenotipos celulares pudiera in-
ferir propiedades funcionales de los
mismos (Engleman y col., 1983; Mat-
sumoto y col., 1985).

Una evaluacion de las principales
subpoblaciones de linfocitos T coope-
radores/inductores, T supresores/cito-
toxicos, T totales y linfocitos T capaces
de expresar el receptor a Interleucina-2
(Tac) relacionados con los mecanismos
de inmunoregulacion en LCL, LCM vy
LCD y presentes en sangre periférica
fue realizada por Cabrera y col. (1986)
utilizando las técnicas de inmu-
nofluorescencia e inmunoperoxidasa.
Estudios que demostraron que los pa-
cientes con LCM presentaban una dis-
minucion del porcentaje de linfocitos T
CD4+, y en consecuencia una dismi-
nucion de la relacion de linfocitos T
cooperadores-inductores/T citotéxicos-
supresores CD4/CD8. Estos resultados
sugieren que el defecto en estos
pacientes podria estar ubicado en la
subpoblacién de linfocitos T CD4+. Una
disminucion de la subpoblacion CD4+
en este grupo de pacientes también fue
observada por Carvalho y col. (1985).

Los anteriores resultados son con-
troversiales, si se toma en considera-
cién que estos pacientes constituyen un
grupo hiperreactivo tanto a la prueba de
leishmanina in vivo como a las pruebas
de transformacion linfoblastica in vitro
frente al antigeno de Leish-
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mania. Carvalho y col. (1985) sugieren
que la baja densidad de linfocitos CD4+
no tiene necesariamente que co-
rrelacionarse con la transformacion
blastica a los antigenos, ya que sélo un
pequefo grupo de estas células pudie-
ran ser las que se activan frente al mi-
tégeno. Sin embargo, en estudios re-
cientes Tapia y col. (1986) sefialan un
aumento de los linfocitos T CD4+ en
lesiones de LCM, lo cual sugeriria que
existe una migracién de sangre hacia
las lesiones.

La caracterizacién leucocitaria en
pacientes con LCD, demostré6 una si-
militud con los resultados de los indivi-
duos sanos y pacientes con LCL indi-
cando un aparente equilibrio entre las
actividades estimuladoras y supresoras.
Respecto a los linfocitos T Tac+ Ca-
brera y col. (1986) observaron un por-
centaje relativamente bajo en los pa-
cientes con LCL y LCM como en los
individuos sanos. Esto ha sido discutido
por numerosos investigadores, los
cuales han demostrado que este recep-
tor-sélo se expresa en linfocitos T esti-
mulados tanto en forma especifica co-
mo inespecifica (Smith, 1984). Sin
embargo en la forma anérgica de la en-
fermedad (LCD) los investigadores ob-
servaron un ligero aumento de linfocitos
T Tac+. Resultados ellos que se co-
rrelacionan con la alta carga parasitaria
presente en estos pacientes y el largo
tiempo de evolucién de esta enfer-
medad que implica una estimulacion
antigénica continua.

Los mismos investigadores evalua-
ron las subpoblaciones linfocitarias
después de la estimulacion con antige-
nos de Leishmania, encontrando una
reduccion significativa del porcentaje de
linfocitos T Tac+ en los pacientes con
LCD. Por otra parte, en los pacientes
con LCM se continu6 observando una
disminucién de linfocitos T con
fenotipos CD4+ y én consecuencia de
la relacion CD4/CD8.

Es interesante destacar que en el grupo
de pacientes con LCD, se observé una
capacidad biolégica de expresar los
receptores para la | L-2 ya que
mostraron un nivel de linfocitos T Tac+
comparable con los individuos sanos y
con los pacientes con LCL bajo
estimulacion mitogénica. Sin embargo,
bajo estimulaciéon con el antigeno de
Leishmania la expresién de tales
recep-

tores fue muy baja. Por otra parte la
relacion CD4/CD8 en estos pacientes
se mantiene semejante a la de los indi-
viduos sanos y pacientes con LCL en
todas las condiciones experimentales.
Todo esto parece indicar que el defec-
to en estos pacientes esta relacionado
con aspectos funcionales de las
células inmunocompetentes, mas que
con el numero de las mismas, sugerido
también por Modlin y col. (1985) en
estudios de granulomas de pacientes
con LCL y LCD.

d. DISTRIBUCION CELULAR Y
SUBPOBLACIONES EN LOS
GRANULOMAS.

Histolégicamente, los pacientes con
LCL pueden mostrar focos epitelioides
o granuloma linfohistocitario con pocos
0 ningun parasito presente, mientras
que el granuloma de los pacientes con
LCD esta formado principalmente por
macréfagos cargados dee parasitos.
Las lesiones cutaneo-mucosas
generalmente presentan un infiltrado
celular rico en linfocitos, células
plasmaticas y escasos macréfagos
infectados (Convit & Pinardi, 1974;
Hommel, 1978; Modlin y col., 1985).

Una caracterizacion in situ de la
respuesta inmune celular en pacientes
con LCL y LCD, fue realizada por
Modlin y col. (1985) utilizando técnicas
inmunocitoquimicas. En estos estudios
los investigadores observaron una
distribucion similar de las células en
los granulomas de los dos grupos de
pacientes estudiados con linfocitos T
CD8+ y CD4+ distribuidos al azar entre
los macrofagos. La relacion CD4/ CD8
en los granulomas de pacientes con
LCL (0,8) fue similar a la de los
granulomas de pacientes con LCD
(0,8) con un mayor porcentaje de la
subpoblacién CD8+. También caracte-
rizaron los linfocitos T productores de |
L-2, y las células que expresan el re-
ceptor a | L-2 (Tac), encontrando que
los pacientes con LCL presentaban
una mayor densidad de célulais
productoras de | L-2. Estos
investigaaores no observaron
diferenciasen los grupos estudiados
con respecto a los linfocitos Tac+,
sugiriendo que el defecto en LCD debe
recaer mas sobre las células producto
ras de.j L-2 que sobre los linfocitos T
Tac+. Igualmente, Modlin ycod. (1985)

mostraron la existencia de una alta
densidad de células dendriticas
(células



de Langerhans CD1+) en pacientes con
LCL cuando éstas se compararon con
la epidermis de individuos sanos y pa-
cientes con LCD. Estos investigadores
concluyen que la existencia de una res-
puesta efectiva no requiere de un exce-
so de linfocitos T con el fenotipo coo-
perador/inductor (CD4+) en relacién
con los T supresor/citotoxito (CD8+), o
de wuna localizacion microanatémica
particular de las subpoblaciones de lin-
focitos T en los granulomas tal como se
ha demostrado en lepra. Una respuesta
."efectiva" como la observada en LCL
pareceria estar estrechamente
relacionada con la produccion de linfo-
cinas y una adecuada interrelacién en-
tre los distintos grupos celulares. En
pacientes con LCL, a pesar del evidente
exceso de linfocitos T supresores/ci-
totdéxicos, opera un efectivo mecanismo
de respuesta inmune con un adecuado
porcentaje de linfocitos T Tac+, que
induce a la virtual eliminacion del
parasito.

Tapia y col. (1986) proponen que una
respuesta inmunoldgica efectiva en
laishmaniasis, vendria dada por un
equilibrio e interrelacion de los distintos
grupos celulares en los granulomas,
mas que por una determinada distribu-
cion de linfocitos T, en contraste con lo
observado en lepra.

Los resultados que presentaremos a
continuacion 'sobre leishmaniasis cuta-
nea murina confirman lo planteado an-
teriormente para LCA en humanos.

e. PARTICIPACION DE LOS
LINFOCITOS T EN LA
PATOGENESIS DE
LEISHMANIASIS CUTANEA
EXPERIMENTAL.

Milon y col. (1986) compararon la
frecuencia y el inmunofenotipo de los
linfocitos T que median la reaccion de
HT especifica a L. major en los nédulos
linfaticos de ratones susceptibles
BALB/c y CBA resistentes. Los resul-
tados de este estudio demostraron que
el numero de linfocitos T especificos a
L. major en los nodulos linfaticos que
drenan el sitio de infeccion, fue cinco
veces mas alto en ratones BALB/c que
en ratones CBA. Igualmente reportaron
que mientras en ratones CBA los
linfocitos T especificos son indiscrimi-
nadamente L3T4+ (T cooperador) y Lyt
2+ (T supresor citotéxico), la ma-

yoria de los linfocitos T especificos en
ratones BALB/c expresan el fenotipo
L3T4+. Estos resultados demostraron
directamente que la respuesta inmuno-
I6gica en ratones BALB/c (susceptibles
a L. major) es ejercida principalmente
por la generacion de un numero relati-
vamente grande de linfocitos T L3T4+
especificos.

Se ha demostrado que los linfocitos
L3T4+ activan in vitro macrofagos in-
fectados con L. major (Louis y col.,
1982, Countinho y col., 1984), y median
la resistencia in vivo (Liew y col,,
1982). Si bien, no se conoce si los lin-
focitos T L3T4+ que median la reaccion
de HT son idénticos a los que tienen la
capacidad de activar los macrofagos
infectados y de mediar la resistencia,
es posible que un exceso de los
mismos en el sitio de la infeccion estu-
viera implicado directamente en el
desarrollo de la lesion, contribuyendo al
reclutamiento continuo de fagocitos
sanguineos, células hospedadoras del
parasito, etc. Los mecanismos por los
cuales estos macrofagos podrian ser
capaces de recibir la sefial de la pobla-
cion de células activadas necesaria
para la destruccion del parasito todavia
no estan claros. El grupo de Jacques
Louis (Louis y col., 1982;,Coutinho y
col., 1984) proponen la existencia de
una actividad cooperadora especifica
en la produccion de anticuerpos, que
alimenta la respuesta de anticuerpos
anti Leishmania en ratones .BALB/c,
los cuales en presencia de los
antigenos de Leishmania circulantes
formarian complejos inmunes que
inhibirian la funcién parasiticida de los
macroéfagos.

No se ha demostrado ninguna fun-
cién decisiva de los linfocitos T Lyt 2+
en el control inmunolégico de la leish-
maniasis cutédnea. Los resultados obte-
nidos por Milon y col. (1986) en ratones
CBA sugieren que las subpoblaciones
de linfocitos T L3T4+ y linfocitos T Lyt
2+ especificos al parasito pudieran
ambas estar implicadas en la resolucién
de las lesiones.

En ratones BALB/c infectados se ha
demostrado un exceso de linfocitos T
L3T4+ parasito-especificos, sin embar-
go un numero similar de linfocitos T Lyt
2+ parasito-especificos, capaces de
mediar la reaccion de HT, estan pre-
sentes en nddulos linfaticos de ratones
BALB/c y CBA. Es posible entonces

concluir, que una produccién 6ptima y
equilibrada de linfocitos T L3T4+ y Lyt
2+ especificos al parasito son ne-
cesarios para el control inmunoldgico
de la infeccién, lo cual es corroborado
por Titus y col. (1985) quienes de-
muestran que la reduccion de linfocitos
T L3T4+ por la administraciéon de un
anticuerpo monoclonal anti-L3T4,
resulté en un pronunciado efecto tera-
péutico, como reflejo de la resolucion
de la lesién y dramatica reduccion en la
carga parasitaria de los ratones BALB/c
tratados.

ALGUNOS ASPECTOS SOBRE
INMUNORREGULACION EN
LEISHMANIASIS CUTANEA.

La infeccion leishmanica de ratones
BALB/c conduce a un estado de supre-
sién inmunoldégica, que cuenta con la
participacion de al menos dos pobla-
ciones de células supresoras: linfocitos
T supresores con especificidad antigé-
nica y macréfagos supresores de
accion inespecifica.

Algunos investigadores han demos-
trado que la incapacidad de los macro-
fagos en controlar la replicacion inicial
de las leishmanias conduce a una in-
duccién de linfocitos T supresores es-
pecificos que previenen el desarrollo de
una respuesta inmune apropiada
(Howard y col., 1980; Gorczynski y col.,
1982; Pérez y col., 1985). Estas células
T supresoras o su accion son inhibidas
cuando se someten los ratones
infectados a radiaciones subletales de
550 rads, permitiendo la induccion de
linfocitos T efectores que van a eliminar
las lesiones e inmunizan los animales a
subsecuentes infecciones (Howard vy
col., 1981).

En humanos, Petersen y col. (1982)
estudiaron el efecto supresor que po-
drian ejercer algunas células adheren-
tes en los pacientes con LCL y LCD.
Para esto, las células mononucleares
fueron pasadas a través de una colum-
na de nylon, con la finalidad de retener
la poblacion de células adherentes
(macrofagos, linfocitos B y algunas
subpoblaciones de linfocitos T). Cuando
las células de pacientes con LCD, se
sometieron a este tratamiento y se ana-
lizaron in vitro, se observé un significa-
tivo aumento en la respuesta linfopro-
liferativa frente al antigeno especifico
de Leishmania: Este efecto sélo se ob-

DERMATOLOGIA VENEZOLANA - 25



servo en los lintocitos tratados de pa-
cientes con LCD, ya que en los pacien-
tes con LCL la respuesta especifica y
mitogénica estuvo disminuida.

Los mismos investigadores analiza-
ron el efecto de la indometacina, un
inhibidor de la sintesis de prostaglan-
dinas, en la respuesta proliferativa
frente a Leishmania en ambos tipos de
pacientes. En pacientes con LCD se
observd un incremento en la respuesta
al anadirse indometacina, no asi en pa-
cientes con LCL quienes mostraron sélo
un leve aumento. Los investigadores
proponen a un grupo de células adhe-
rentes, i.e. macrofagos como responsa-
bles de la supresion de la respuesta in-
munoldgica en LCD y sefalan que esta
supresion pudiera estar mediada por
prostaglandinas.

Castés y col. (1984) demostraron
una alta actividad supresora en pacien-
tes con LCD, cuando se evalud la res-
puesta inducida in vitro por Leishma-
nia en presencia de Con A. Los pacien-
tes con LCM y LCL, que como ya he-
mos mencionado anteriormente res-
ponden _activamente frente a Leishma-
nia, no presentaron actividad supreso-
ra. Los resultados obtenidos por estos
investigadores en LCL no mostraron
correlacion entre la respuesta al antige-
no especifico y el grado de supresion,
lo que sugiere la existencia de un equi-
librio entre los mecanismos de
estimulacion 'y supresion en los
pacientes del polo benigno.
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Tsupresor
. \radiosensitivo

Recientemente Cillari y col. (1969)
demostraron que las células esplénicas
de ratones BALB/c infectados, produ-
cen bajos y defectuosos niveles de | L-2
frente a Con A, cuando se comparé con
los no infectados. Igualmente, de-
mostraron que ratones irradiados su-
bletalmente e infectados, producen al-
tos niveles de | L-2, los cuales
aumentaron en forma paralela a la
regresion de las lesiones. Estos
investigadores también demostraron
una actividad supresora para inhibir la
IL-2 en células adherentes de ratones
infectados, la cual pudo ser restaurada
al afiadir indometacina, sugiriendo que
la supresion de | L-2 es mediada por
prostaglandifas producidas por los
macrofagos.

Todo esto parece indicar que la fun-
ciéon de las células supresoras es la de
bloquear la produccién de | L-2, lo cual
puede ser reforzado por los hallazgos
de Modlin y col. (1985), quienes ob-
servaron una disminucidon de células
productoras de | L-2 en los granulomas
de pacientes con LCD. Es posible que
la falla inmunol sgica en LCD esté rela-
cionada con la actividad ae ceiulas su-
presoras en las lesiones.

Modon y col. (1985), sin embargo,
también observaron en las lesiones de
LCL, un numero alto de linfocitos T
CD8+, y sugieren que éstos no juegan
una funcidon supresora importante que
pueda inhibir la produccion de linfoci-
nas esenciales para los linfocitos T y la

activacion macrofagica.

Un modelo para explicar la produc-
cién de | L-2 en humanos, que pudiera
explicar lo antes mencionado, fue pro-
puesto por Chouaib y Fradelizi (1982)
(Figura 3). Los linfocitos producen | L-2
cuando son estimulados por antigenos
o lectinas. Esta produccion de | L-2
depende de la liberacion de factores
por parte de las células accesorias. Se
ejerce un control negativo cuando se
liberan monocinas inhibitorias como la
PGE2, la cual no interaccionaria di-
rectamente con los linfocitos T pro-
ductores de | L-2, sino que activaria a
un subgrupo de linfocitos T radiosensi-
bles capaces de inhibir a las células
productoras de | L-2. Sin embargo, es
probable que la PGE2 actie como un
modulador mas que como un regulador.

Wyler y col. (1987) observaron que
los linfocitos del nodulo linfatico que
drenaba la lesion en ratones C57BL/6
elaboraban | FN-Y cuando son co-culti-
vadas con macrofagos infectados por L.
major. Sin embargo ni el bloqueo de la
produccion de | FN-Y con ciclosporina A
(la cual bloquea la producciéon de
linfocinas por los linfocitos activados) ni
el tratamiento con anti-l FN-Y afecto la
capacidad leishmanicida de los ma-
crofagos. Recientemente Behforouz y
col. (1986) reportaron que el trata-
miento con ciclosporina A facilita la
curacion espontanea en ratones BALB/c
nu/nu), lo que indirectamente sugiere
que un mecanismo independiente de
linfocinas pero dependiente de
linfocitos sensibilizados pudieran estar
asociados en la defensa del hospe-
dador contra el parasito.

Lo antes expuesto permite concluir,
que los linfocitos T juegan un papel
fundamental en la recuperacién y pro-
teccion de la infeccion por Leishmania,
y que el espectro observado en
leishmaniasis cutdnea murina es muy
similar al espectro clinico humano,
siendo posiblemente el reflejo de con-
diciones genéticas e inmunolégicas. De
igual manera se concluye que existen
diferencias en la participacion de los
distintos subgrupos de linfocitos T en
las diferentes formas de la leishmania-
sis, en donde una efectiva respuesta in-
munoldgica vendria dada por u.n equi-
librio en la interrelacién de los distintos
grupos celulares.
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