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RESUMEN
La leishmaniasis es una enfermedad causada por protozoarios patdgenos del genero
Leishmania, de los cuales existen diferentes especies responsables de las diversas
manifestaciones clinicas, estas ademas se ven relacionadas con la respuesta
inmunitaria del hospedero. Los retinoides son micronutrientes esenciales para
distintos procesos bioldgicos, como son mantener la vision, promover el crecimiento,
el desarrollo, y la proteccion de la integridad del epitelio. Entre los retinoides se
encuentra el retinol o vitamina A (Vit A) la cual se conoce como vitamina
antinflamatoria debido a que esta involucrada en el desarrollo y regulacion del sistema
inmunitario. Estudios de los dltimos afios han demostrado que cumple una funcion
crucial en la formacion morfologica del epitelio, queratinizacion epitelial,
estratificacion, diferenciacion y maduracion funcional de las células epiteliales. Por
ello el presente trabajo evalla el efecto antileishmanial del tratamiento con retinoides
en ratones BALB/c//BI0O infectados experimentalmente con paréasitos de Leishmania
(Leishmania) mexicana por via subcutanea. Sometiendo a los modelos mdridos a un
tratamiento preventivo por 15 dias con una dosis de 1 umol/Kg/dia de p-caroteno,
vitamina A e isotretinoina. Promoviendo la busqueda de nuevas terapias sobre la
patologia cutanea de modelos muridos infectados experimentalmente o induciendo
un efecto toxico sobre el parasito directamente.

Palabras clave: leishmaniasis, retinoides, respuesta inmunitaria, inmunoterapia
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INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria metaxénica causada por diversas
especies de protozoarios flagelados pertenecientes al género Leishmania, la cual difiere
en cuanto a las manifestaciones clinicas, que van desde una Ulcera cutanea hasta una

enfermedad visceral; la distribucion geogréafica y vectores que la transmiten.

La enfermedad puede presentarse en diferentes formas clinicas dependiendo de
la especie de Leishmania involucrada, la respuesta inmunitaria del hospedador y la

relacion del parésito con el hospedador.

Los retinoides tienen funciones importantes en el organismo, como en la vision,
regulacion de la proliferacion y diferenciacion celular, crecimiento 6seo, funcion
inmunitaria, activacion de genes supresores de tumores, y crecimiento de las células
epiteliales. Estos han adquirido la condicion de ser modificadores de la respuesta
inmunitaria, es por ello que en la siguiente investigacion se evaluara el efecto
antileishmanial del tratamiento con retinoides en ratones BALB/c//BIO infectados
experimentalmente con Leishmania (Leishmania) mexicana, sometiendo a los modelos
muridos a un tratamiento preventivo con retinoides para que posteriormente observar
la presencia de amastigotes y restos antigénicos en la lesion cutanea a través de la
técnica de inmunoperoxidasa indirecta, y describir las caracteristicas histopatoldgicas

por contraste con Hematoxilina de Gomori.



CAPITULO |
EL PROBLEMA

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La leishmaniasis cutanea es una enfermedad granulomatosa, endémica de
regiones con climas tropicales y subtropicales, causada por la infeccion con muchas
especies y subespecies de protozoarios del género Leishmania, los cuales invaden y
crecen dentro de las células histiocitarias (fagociticas y presentadoras de antigenos)

provocando lesiones inflamatorias cronicas en la piel y en las mucosas.

La toxicidad y los altos costos del tratamiento actual para la leishmaniasis,
ademas de que la epidemiologia esta subestimada al existir casos no diagnosticados
0 personas asintomaticas; es un incentivo para considerar a los retinoides como posible
tratamiento para lesiones tisulares causadas por Leishmania (Leishmania) mexicana
debido a su capacidad de inmunoregular un amplio espectro de sistemas bioldgicos,

particularmente a nivel cutaneo.

El dafio tisular en esta enfermedad se debe a la respuesta inmunitaria del
hospedador y al aumento de la carga parasitaria, por lo que el conocimiento de los
efectos sobre los mecanismos antinflamatorios que potencien la respuesta inmunitaria
protectora del hospedador pudiera facilitar la busqueda de blancos para nuevos
tratamientos. Asi, el estudio del efecto farmacoldgico de los agonistas para retinoides



sobre la histopatologia cutdnea de modelos muridos infectados experimentalmente con
Leishmania (Leishmania) mexicana o sobre el parasito directamente, permitiria
entender los mecanismos que determinen el resultado de la infeccidn, ya sea hacia la

cura o la persistencia de la enfermedad.

JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

La leishmaniasis cutanea es una enfermedad que es influenciada por una cantidad
de factores que favorecen la dindmica entre los individuos y los vectores que transmiten
el parasito, convirtiéndola en un problema de salud publica creciente en las zonas
endémicas vulnerable desde el punto de vista nutricional, ya que se ha demostrado que
la carencia de nutrientes esenciales como la vitamina A debilita el sistema inmunitario

de los individuos, trayendo como consecuencia niveles altos de morbimortalidad.

En Venezuela la incidencia de la leishmaniasis aumenta progresivamente y su
tratamiento es complejo de acuerdo a las manifestaciones clinicas; y ademas en muchos
casos, no son especificos para la leishmaniasis, produciendo dafios secundarios. Razon
que hace relevante disefiar programas de investigacion y formacién en enfermedades
infecciosas incluyendo la leishmaniasis cutanea, enfocadas en su control, y que
incluyan nuevos tratamientos capaces de limitar la respuesta inflamatoria localizada y

sistémica, con un minimo de efectos secundarios.

Los aspectos antes mencionados justifican ampliamente esta investigacion, que
pretende evaluar el efecto de los agonistas selectivos para receptores nucleares de
retinoides, los cuales modulan la expresion de genes relacionados con la respuesta
inflamatoria cutanea, a fin de obtener resultados que permitan mejorar los ensayos
terapéuticos yaexistentes contra la leishmaniasis cutanea, creando un impacto positivo
en el control de la enfermedad; dependiendo por supuesto, de si dicha respuesta

producida conlleva a la cura o a la persistencia de la lesion.



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo General.

Evaluar el efecto antileishmanial del tratamiento con retinoides en ratones
BALB/c//BIO infectados experimentalmente con Leishmania(Leishmania) mexicana,
en el Laboratorio de Inmunologia de Parasitosis (LABINPAR), Facultad de Ciencias,
Universidad de Los Andes, desde febrero de 2016 hasta julio de 2018.

Obijetivos Especificos
¢ Inducir leishmaniasis cutanea mediante infeccion experimental con la especie
Leishmania (Leishmania) mexicana en ratones susceptibles BALB/c//BI10O.
e Obtener biopsias cutaneas a partir de tejidos infectados y congelados.
e Determinar la actividad terapéutica de los retinoides (isotretinoina, vitamina
Ay B-caroteno) en ratones con leishmaniasis cutdnea, mediante la técnica
Inmunohistoquimica de - Inmunoperoxidasa Indirecta y analisis de tejidos

cutaneos a través de la coloracion por contraste con Hematoxilina de Gomori.

ALCANCES Y LIMITACIONES DE LA INVESTIGACION

Alcances de la Investigacion

La comprensién de la capacidad de los retinoides para ejercer regulacion de la
respuesta inmunitaria, antiparasitaria y antinflamatoria frente a la infeccion causada
por Leishmania (Leishmania) mexicana, representaria el paso inicial para seleccionar

un agente inmunoterapéutico, de gran valor para el control de la leishmaniasis cutanea.

Limitaciones de la Investigacion.

Para las instituciones educativas de nuestro pais la investigacion queda limitada

a determinados procesos de analisis, donde la carencia de insumos y reactivos limitan



los experimentos, ya que los alumnos y tesistas necesitan ser beneficiarios de la
aplicacion de las técnicas metodologicas que derivan del resultado de la investigacion.
Por lo tanto, en este trabajo, el nimero de animales de experimentacion a analizar
esta de alguna manera influenciado por los costos, y por lo tanto de la cantidad de
biopsias de piel a obtener, por lo que los resultados seran el reflejo de una aproximacion

estadistica de una metodologia descriptiva.



CAPITULO II
MARCO TEORICO

TRABAJOS PREVIOS

Es sabido que los retinoides tienen amplios efectos en la respuesta inmunitaria y
en la histologia de tejidos, sin embargo, no existe bibliografia sobre la funcion de los
acidos retinoicos (AR) en el tejido cutaneo de ratones infectados con Leishmania (L)

mexicana.

A pesar de esto, existen varios trabajos que nos ayudan a comprender la eficacia
de los retinoides en leishmaniasis. Asi, por ejemplo: Bruna L. Lima Maciel y col., en
el 2014 en su articulo “Dual Immune Modulatory Effect of Vitamin A in Human
Visceral Leishmaniasis’® analizaron el efecto de la vitamina A en un subconjunto de
células T reguladoras (Treg) y monocitos aislados de nifios sintomaticos con
leishmaniasis visceral y de nifios asintomaticos; que residen en una zona endémica para
la leishmaniasis visceral en el noreste de Brasil, determinando que ademas de las
complejas interacciones entre el parésito y la respuesta inmunitaria humana, otras
variables como el estado nutricional pueden influir en el resultado de la infeccion por
Leishmania. Los estudios han demostrado que la deficiencia de vitamina A en ratones
parece estar asociado con el aumento de interleucina-10 (1L10), células Th2 vy
reduccion en el desarrollo de Thl. Se demostré una correlacion del nivel de vitamina
Ay las citoquinas en respuesta a la infeccion por Leishmania, también se observo un
efecto doble de la vitamina A, en los nifios asintomaticos, que indujo un perfil normal
y en sujetos con leishmaniasis visceral impidio que IL10 aumentara después de la
estimulacion con antigenos de Leishmania, concluyendo que la vitamina A cumple

también una funcion importante como factor regulador en la respuesta inmunitaria que



podria influir en el resultado de las infecciones por Leishmania. Durante la deficiencia
de la vitamina A las células Treg pueden ser fuente importante en la produccion de
IL10, a pesar de la capacidad de las células Treg para suprimir la respuesta inmunitaria
excesiva contra Leishmania, donde la mayoria de los estudios han demostrado que
estas células pueden promover un control regulador excesivo que permite la replicacion

del parésito, la supervivencia y persistencia a largo plazo.

También se observd que el acido todo-trans-retinoico reduce la produccion de
IL17 y la conversion de células, y el aumento de la IL4 y la disminucion de la

produccion de interferon gamma (IFNy).

En el 2017 Reigada Chantal y col., en su articulo “Trypanocidal Effect of
Isotretinoin through the Inhibition of Polyamine and Amino Acid Transporters in
Trypanosoma cruzi” evaluaron distintos farmacos para determinar sus capacidades de
inhibir el TcPAT12, el cual es el Unico transportador de poliaminas esencial para la
vida del Trypanozoma cruzi, entre estos farmacos se encuentran los retinoides, debido
a que en trabajos previos se reporta que el retinol inhibe el crecimiento de Leishmania
y disminuye la concentracion de poliaminas intracelulares. Se estudiaron 7 tipos de
retinoides con uso médico, que fueron empleados para acoplamientos enzimaticos con
TcPAT12. De estas moléculas, la isotretinoina, conocida como tratamiento para el
acné, demostro que inhibe el transportador de poliamina, lo que causa inanicion de
nutrientes desencadenando procesos autofagicos y apopt6ticos como mecanismos
inducidos para la muerte del parasito. Asi concluyeron que la isotretinoina es
promovedora del efecto tripanocida ya que es un inhibidor multifactorial de

transportadores de metabolitos esenciales.

Por otro lado, Scorza Breanna y col., en su articulo publicado en el afio 2017
“Cutaneous Manifestations of Human and Murine Leishmaniasis” discutieron los
distintos sindromes cutaneos y la respuesta inflamatoria ante las diferentes especies

de Leishmania. Describieron que la leishmaniasis cutanea localizada (LCL) presentaba,



luego de 2 a 8 semanas despues de la picadura, lesiones nodulares o papulares en el
sitio de inoculacién que podian progresar a Ulceras bien delimitadas y la respuesta
inmunitaria que desarrollaban era la produccionde linfocitos T especificos productores
de factor de necrosis tumoral (TNF) e interferon gamma (INFy), los cuales promueven
el control del parésito activando a los macréfagos y produciendo un efecto
microbicida, pudiendo matar al parasito. Observaron que la leishmaniasis
mucocutanea (LMC) ocurria meses o afios después de aparecer la primera lesion, y se
caracteriza por presentar lesiones en las superficies de las mucosas de las vias
respiratorias, las cuales expresaban mayormente interleucina 17 (IL17) y un elevado
porcentaje de células T CD4+ que producian TNF e INFy. En el caso de la
leishmaniasis cutanea diseminada (LCD) las lesiones son una mezcla de papula tipo
nodular y ulcerado, en la cual no hay produccion de la respuesta celular tipo Thl pero
que se caracteriza por una respuesta inflamatoria exacerbada. Llegando a la conclusién
de que las diferentes especies de Leishmania causan sintomas clinicos caracteristicos,
sin embargo, dependen de la especie que infecte y de un equilibrio de los factores
pro y antinflamatorios por parte del hospedero como es la respuesta inmunitaria ante

la infeccion.

En el 2016 Torzecka, Jolanta D. y col. en su articulo “The use of isotretinoin in
low doses and unconventional treatment regimens in different types of acne: a literature
review” evaluaron la eficacia de isotretinoina como tratamiento para el acné y la
frecuencia de los efectos adversos. Los cuales confirmaron que en pequerfias dosis y en
terapias intermitentes, la isotretinoina tiene eficacia, administrando 20 mg por 7 dias
continuos, seguido de un descanso de 2 semanas, en esta terapia intermitente se incluye
una buena tolerabilidad, de facil manejo y bajos costos; con la desventaja de que las
lesiones se mejoraban de manera lenta, pero con la ventaja que no se presentaban
efectos adversos como: queilitis, rinitis, eritemas, cefalea, mialgias, un aumento de la
bilirrubina, transaminasas, triglicéridos, disminucion del colesterol (HDL) con
incremento del colesterol (LDL). La mayoria de pacientes que presentaban acné de

forma moderada preferian la dosis mas baja de isotretinoina ya que era suficiente para



lograr una mejoria y ademas resultaba seguro ya que existian menos efectos adversos.
Otros pacientes confirmaban también que la actividad en dosis bajas de isotretinoina

reducia la produccion de sebo y queilitis.

ANTECEDENTES HISTORICOS

La leishmaniasis es una infeccion zoonoética causada por el protozoo que
pertenece al género Leishmania. Lleva el nombre de Leishmania, por quien lo describi6
por primera vez (William Boog Leishman en 1901). A mediados de la década de 1900,
el ciclo de transmision y la vida del organismo Leishmania habia sido confirmado
cientificamente. Desde entonces, muchos sindromes clinicos y numerosas especies y
subespecies del protozoo morfolégicamente similares han sido descubiertos (Bari,
2006).

La leishmaniasis es una enfermedad de la que pueden encontrarse antecedentes
en épocas antiguas. Hay descripciones de leishmaniasis cutanea del afo 650 a. C. en la
antigua Babilonia. La misma enfermedad conocida en Oriente como "ulcera oriental™
fue descrita por Avicena en el siglo X con el nombre de "Glcera de Balj", por la ciudad
al norte del actual Afganistan. Posteriormente hay varios casos descritos en el Oriente
Medio, por ejemplo, en Bagdad y Jericd, denominandola de diferentes formas. En los
siglos XV y XVI, durante la colonizacion espafiola de Ameérica, se describe la
enfermedad en las zonas del actual Ecuador y Per( llaméandola "lepra blanca™; en
dichos lugares habia evidencia de la presentacién de la forma cutanea desde épocas
preincaicas. Fernando de Oviedo en 1535, Pedro Pizarro en 1571, Fernando de
Santillan en 1572, fray Rodrigo de Loayza en 1586, Diego de Morales en 1602,
Reginaldo Lizarraga en 1605, Bartolomé de la Vega y el médico Cosme Bueno,
describen la enfermedad que afecta a los indigenas de la ladera oriental de la
cordillera de Los Andes, en los valles calidos y himedos donde se produce coca,

produciéndoles destruccion de nariz y cavidades nasales (Bari, 2006).



En 1756, Alexander Russell, al examinar un paciente turco en Alepo, describio
una lesién que deja cicatriz de por vida y que durante su evolucion rara vez da mucho
dolor. La llamd, "forinculo de Alepo”. (Sanchez et al., 2004). Cunningham en 1885
identifica a los parasitos como causantes de la enfermedad y Borowsky en 1898
distingue ndcleo y Kinetoplasto dentro de los amastigotes. En 1903, Leishman vy
Donovan, en la India, describen el protozoo causante del kala azar, y Ross establece el

género Leishmania (Botet y Portus, 1993).

En el Nuevo Mundo, las primeras publicaciones de la enfermedad se deben a
Lindenberg en 1909, Vianna en 1911, que clasifica el parasito como Leishmania
braziliensis, y establece, en 1913, la utilidad de los antimoniales en el tratamiento,
utilizando el tartaro emético (tartrato potasico antimonico), y Bates, que comunica el
primer caso de leishmaniasis mucocutanea. Convit, en 1957, diferencia la leishmaniasis

cuténea diseminada (Domingo, 2004).

Desde su introduccion en la dermatologia hace 60 afios, los retinoides han
adquirido la condicion de farmaco indispensable en esta especialidad. Este hecho se
debe tanto a la observacién de resultados efectivos en un alto nimero de procesos
cutaneos como por las innovaciones que se han realizado tanto en su estructura como
es su formulacién. En la actualidad su efectividad y seguridad estd bien establecida,
tanto en formulaciones tdpicas como sistémicas, en acné, psoriasis Yy
fotoenvejecimiento. En los dltimos afios se han descrito nuevas indicaciones de los
retinoides en dermatologia entre las que caben destacar su uso en el tratamiento del
cancer cutaneo, o con fines cosméticos con buenos resultados en cicatrizacion de las
heridas, estrias cutaneas en fases iniciales o alopecia androgenética. En el caso del
fotoenvejecimiento y cancer cutaneo el farmaco ideal es la tretinoina y para el acné
cronico y severo el farmaco de eleccion es isotretinoina por via oral. Ademas, el
adapaleno es la formulacion topica mejor tolerada en el acné; el tazaroteno es el primer
retinoide topico con efectividad en psoriasis, etretinato y acitretino se consideran de

eleccién en el tratamiento sistémico de psoriasis. Por Gltimo, se han descrito de forma
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reciente nuevas moléculas que han ampliado las indicaciones de los retinoides en
dermatologia, son alitretinoina para el sarcoma de Kaposi asociado a SIDA y

bexaroteno para el linfoma cutaneo de células T (Fernandez y Armario, 2003).

El retinol es necesario para el crecimiento, reproduccion, vision y para la
proliferacion y diferenciacion del tejido epitelial; especialmente de la piel. Los
retinoides son derivados sintéticos de la vitamina A. En un sentido mas amplio
retinoides es un término genérico, que abarca los compuestos naturales con
actividad bioldgica de la vitamina A. Los retinoides modulan la queratinizacion, tienen
accion anticancerosa, accion antinflamatoria, aumentan la sintesis de colageno y

modulan la respuesta inmunitaria (Montis, 1987).

ANTECEDENTES TEORICOS

Caracteristicas Histoldgicas De La Piel

La piel es la cubierta externa del cuerpo humano y uno de los 6rganos mas
importantes del mismo tanto por tamafio como por sus funciones. La piel separa al
organismo del medio ambiente externo y a su vez, permite su comunicacién con él
mismo. Es una barrera contra agresiones mecanicas, quimicas, téxicos, calor, frio,
radiaciones ultravioleta (UV) y microorganismos patogenos. Ademas, la piel es
esencial para el mantenimiento del equilibrio de fluidos corporales actuando como
barrera ante la posible pérdida de agua, el mantenimiento del equilibrio térmico y la
transmision de una gran cantidad de informacion externa que accede al organismo por
el tacto, la presion, temperatura y receptores del dolor (Navarrete, 2003).

Histoldgicamente la piel estd formada por tres capas: epidermis, dermis e
hipodermis.

Epidermis: Es la parte més superficial de la piel y esta constituida por un tejido

epitelial estratificado plano queratinizado. Presenta un espesor variable, con un valor
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medio de 0,1 mm, pudiendo alcanzar en zonas como las plantas de los pies y las palmas
de las manos espesores de hasta 1 6 2 mm. Es la capa de la piel con mayor nimero de

células y con una dindmica de recambio extraordinariamente grande (Arenas, 2010).

La epidermis histolégicamente esta compuesta normalmente por cinco capas

diferentes (Figuran I) que desde el exterior hacia el interior serian:

Capa cornea: Compuesto por una serie de células de apariencia amorfa, planas
y aciddfilas, por lo que con los colorantes de rutina (hematoxilina y eosina) se tifie
unicamente por la eosina, no contienen nucleos ni organelas citoplasméticas. Estas
células son los queratinocitos,células en Gltima etapa de diferenciacion, donde todo el

citoplasma esté lleno de queratina (Nesbitt y Ackerman, 2001).

Se considera que la epidermis esta formada por queratinocitos, debido a la
capacidad de estas células de sintetizar queratina. La queratina es una familia de
proteinas estructurales insolubles en agua y con una gran resistencia frente a cambios
de pH y de temperatura. También presentan fuerte resistencia a la degradacion

enzimética (Young y Heath, 2004).

Estrato lUcido: Esta capa no es facil de apreciar y cuando aparece lo hace como
una linea clara y brillante, por encima del estrato granuloso. Se observa solo en las
regiones sin pelo, en especial en las almohadillas plantares y en la piel nasal (Nesbitt y
Ackerman, 2001); esta compuesto por varias capas de células claras queratinizadas que
carecen de nucleo y de organelas citoplasmaticas (Navarrete, 2003). Estas células
presentan filamentos de queratina que se disponen en forma paralela con la superficie
de la piel, y eleidina, que se forma por la licuefaccion de la queratohialina, este estrato

solo se encuentra en piel gruesa (Young y Heath, 2004).

Estrato granuloso: Es generalmente discontinuo y regularmente solo tiene una

capa de células de grosor en la piel cubierta de pelo, pero puede tener dos células de
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grosor en los infundibulos y llegar hasta ocho celulas en las almohadillas plantares.
Esta compuesta de queratinocitos nucleados que se distinguen por los granulos azul
oscuros de queratohialina, ya que se tifien intensamente con colorantes basicos. Estos
contienen profilagrina, el precursor de la matriz proteica que pega entre si los
filamentos de queratina. En esta capa es caracteristica la presencia de los granulos
laminares (cuerpos de Odland, queratinosomas, cuerpos laminares o granulos
recubridores de membrana) los cuales forman parte del componente lipidico
intercelular de la barrera de permeabilidad de la union granulosa-cérnea. Su grosor
depende del de la capa cornea (Navarrete, 2003), en esta capa es donde mueren las

células epidérmicas (Ham y Cormack, 1983).

Estrato espinoso, escamoso 0 Malpighiano: Estd compuesto de una o mas capas
de células poligonales unidas por puentes intercelulares o desmosomas, el cual son
estructuras que sirven como medio de union entre ellas y a la vez con las capas
adyacentes (Ham y Cormack, 1983). Las células del estrato espinoso que estan
limitando con las células del estrato basal, son mitoticamente activas como estas, de tal
manera que ambos estratos se encargan de la renovacion epidermal (Virga, 2003). El
namero de estas células también varia dependiendo de la region corporal de que se
trate, en general es de cinco a siete hileras. Se tifien palidamente con la hematoxilina
(Navarrete, 2003).

Capa basal, germinal o germinativa: Estd constituida por una sola fila de
células que descansa sobre la ldmina basal se disponen generalmente en una hilera, se
tifien intensamente con la hematoxilina, tienen puentes intercelulares que son menos
evidentes que los de la capa espinosa. Estas células son de forma cuboidea o cilindrica,
presenta citoplasma basofilo, posee escasas mitocondrias, Complejo de Golgi pequefio,
poco desarrollo de reticulo endoplasmatico granular y abundantes ribosomas libres
(Rodriguez, 2004). Ademas, presenta un citoesqueleto de filamentos de queratina de
10nm de diametro (Navarrete, 2003).
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Existen numerosos desmosomas, tanto entre células basales vecinas, como
también con las células del estrato espinoso. En la zona basal hay hemidesmosomas
que unen estas células con la ldmina basal. En esta capa la mitosis es activa, lo cual
origina nuevas células que van ascendiendo hacia la capa superior (Ham y Cormack,
1983).

Aunque los queratinocitos constituyen el 80% de las células epidérmicas, en la
capa basal pueden observarse otros tipos celulares: los melanocitos, y las células de
Langerhans (Young y Heath, 2004).

Los melanocitos, que suponen alrededor del 10% de las células epidérmicas y
son las células encargadas de la sintesis de melanina, pigmento que da color a la piel y
proteccion frente a los rayos UV, cuya cantidad varia de acuerdo al tipo de piel de cada

individuo.

Las células dendriticas (CD) son células presentadoras de antigeno(APC) de
origen hematopoyético derivadas a partir de una célula madre pluripotencial presente
en la médula dsea y, segun sea el microambiente de citoquinas que rodea su desarrollo,
da origen a células precursoras de células dendriticas de tipo mieloide o linfoide las
cuales difieren no sélo en su fenotipo sino también en su localizacion anatémica y en
su funcion, reconocidas por su capacidad de iniciar una respuesta inmune y estimular
respuestas de memoria al activar linfocitos T virgenes y linfocitos T activados y/o
efectores, respectivamente. Las CD dentro de la poblacion de leucocitos son las células
mejor equipadas para ejercer su funcién de inmunovigilantes, ya que se encuentran
localizadas en lugares estratégicos: tejido linfoide asociado al tracto respiratorio y
cuténeo, espacio intersticial, y sangre, ademas de expresar diferentes moléculasde
adhesion que les permiten migrar literalmente a todos los tejidos de nuestro organismos
y atravesar a los diferentes tejidos sin alterar la barrera epitelial (Iglesias M, 2003).
Estas tienen la capacidad de evolucionar de células dendriticas inmaduras (con una alta

capacidad para capturar antigenos propios y no propios) a células dendriticas maduras
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(con una alta capacidad de presentar antigenos y activar a las células T) (Nesbitt y
Ackerman, 2001).

Ademas, las células dendriticas expresan elevada densidad de moléculas del
MHC clase | y Il, moléculas coestimuladoras como CD40, CD80 y CD86 y producen
citoquinas como IL12 e IL4, propiedades que las convierten en potentes células
presentadoras de antigenos y, por tanto, su participacién es crucial no sélo en la
respuesta inmune primaria sino también en la induccion de la tolerancia inmune. Entre
las diferentes subpoblaciones de células dendriticas se encuentran las células de
Langerhans, descritas en 1868 por Paul Langerhans, presentes en la dermis reticular y,
por tanto, cumplen un papel fundamental en la respuesta inmunitaria cutanea ya que
son potentes estimuladores de la respuesta especifica mediada por células T. Las
células de Langerhansse encuentran preferiblemente en la epidermis y constituyen
alrededor del 3% del total de las células presentes en este tejido (Zuluaga y Robledo,
2004).

Figura I. Capas de la piel. Donde se observan sus diferentes estratos en epidermis

. Estrato corneo
~

e 23
SRSl Estrato lacido
<74 Estrato granuloso

)
/ o B A
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Dermis: Es la estructura de soporte de la piel, esta situada por debajo de la
epidermis, dentro de las funciones que ejerce esta capa de piel tenemos, proteccion
mecanica, union de agua, regulacion térmica y es receptora de estimulos sensitivos.

Los vasos sanguineos de la dermis contribuyen al control de la temperatura, la presion
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y coagulacién sanguinea, participan en la reparacion de heridas, remodelacién de
tejidos y procesos inmunes como la accién microbicida, tumoricida, y secrecion de
citoquinas, entre otras moléculas inmunomoduladoras. También esta involucrada en la

aterogénesis (Wolff, Weinberger y Grubeck, 2012).

Esta formada basicamente de tejido conectivo fibroelastico. El tejido conectivo
a su vez esta formado por tres tipos de fibras: colagenas, elasticas y reticulares. Las
fibras colagenas son las mas numerosas, la disposicion y el grosor de las mismas, varia
de acuerdo al nivel en que se encuentran: en la dermis superficial o papilar son fibras
delgadas, a diferencia de la dermis media y profunda, donde son mas gruesas y se
disponen en haces casi paralelos a la superficie de la epidermis. Las fibras elasticas
son fibras delgadas de 1 a 3 m de didmetro, el grosor al igual que el de la fibra colagena
y varia de acuerdo al nivel en que se encuentran: delgadas en dermis superficial y

gruesas en dermis profunda (Navarrete, 2003).

Las fibras reticulares miden de 0.2 a 1 um de diametro, son un tipo especial de
fibra colagena de tipo Il el cual son sintetizados por las células del masculo liso,
fibroblastos, y glia. Esta proteina otorga resistencia y dureza dando capacidad de sostén
a estos tejidos que son flexibles y deben encogerse y expandirse periddicamente
(Wojciech, 2015).

Histoldgicamente, se divide en dos capas, que desde el exterior al interior son, la
capa papilar y la capa reticular. La capa papilar recibe ese nombre por la presencia de
proyecciones hacia el interior de la epidermis, estas proyecciones se denominan papilas
dérmicas y se alternan con los procesos interpapilares de la epidermis. En las papilas
se encuentran las asas capilares (sistema circulatorio) que proporcionan los nutrientes
a la epidermis avascular. La capa papilar también contiene numerosas terminaciones
nerviosas, receptores sensoriales y vasos linfaticos. La capa reticular es mas gruesa
que la capa papilar, estd formada por tejido conectivo denso irregular de tal manera que

hay fibras coldgenas gruesas densas que se hallan entrelazadas, ademés hay fibras
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reticulares y muchas fibras elésticas. Estas ultimas son las que proporcionan la
elasticidad a la piel. La direccion predominante de todas las fibras es paralela a la
superficie cutanea. El intersticio entre los haces de fibras esta ocupado por una matriz
amorfa rica en dermatansulfato y otros glucosaminoglucanos (Wolff, Weinberger y
Grubeck, 2012).

Ademas de fibroblastos, existen mastocitos, linfocitos, macrofagos y
ocasionalmente células adiposas. En esta capa se encuentras glandulas sudoriparas
sebéceas y foliculos pilosos; existen los masculos erectores del pelo, que se insertan en

los foliculos pilosos (Iglesias M, 2003)

Hipodermis: Es el tejido subcutdneo que se localiza por debajo de la capa
reticular de la dermis. No es parte de la piel, sino que aparece como una extension
profunda de la dermis. Es un tejido conjuntivo conformado principalmente por células
adiposas (Wojciech, 2015). La densidad y disposicion de la capa subcutanea determina
la movilidad de la piel. La hipodermis permite el aislamiento térmico del cuerpo.
Donde las células adiposas tienden a acumularse y se forman almohadillas de grasa que
se le denomina paniculo adiposo (Young y Heath, 2004). De igual forma, la piel
también tiene elementos anexos como: foliculos pilosos, glandulas sudoriparas, pelos

Yy vasos sanguineos.
Cambios histopatoldgicos asociados al tejido cutaneo
Existen diferentes alteraciones asociadas a la epidermis entre ellas tenemos:
Hiperqueratosis: Engrosamiento de la piel provocado por la acumulacion
excesiva de queratina de células muertas descamadas, dando origen a callos o
callosidades, ya que no permite la renovacién adecuada de las capas externas de la piel

debido a friccidn constante, inflamacion crénica, eccema (hinchazon de la piel) o por

trastornos genéticos como la ictiosis (piel de pescado). Cuando dicha hiperqueratosis
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adquiere un grosor excesivo no puede acoplarse a la elasticidad del resto de la piel, al
resultar mas densa y rigida que los demas estratos que componen el tejido epitelial, por
este motivo se produce la separacion de esta capa externa del resto de la piel. La
mayoria de las formas de hiperqueratosis es indolora. Aunque la hiperqueratosis puede
presentarse en cualquier parte de la piel, existen muchas areas que generalmente se ven
afectadas (Farmer y Hood, 2000).

Ademas, podemos encontrar la hiperqueratosis absoluta el cual es el aumento en
el grosor y densidad éptica de la capa cornea, y la hiperqueratosis relativa que es la
disminucion de la capa espinosa (Magafia y Magarfia, 2011).

Ortoqueratosis: Es aquella donde la capa cornea se observa sin presencia de
nucleo, (Magafia y Magafia, 2011). Presencia de células superficiales escamosas,
queratinizadas de aspecto normal (planas, anucleadas y con citoplasma homogéneo);
es decir, aquella en que la muerte celular es completa y, por tanto, no queda ningun
resto nuclear visible dentro del corneocito que, sin embargo, conserva sus limites
celulares (Urbina, 2001).

Paraqueratosis: Queratosis imperfecta en donde las células no han alcanzado
su grado de maduracion completa y en ésta no se distingue perfectamente el estrato
granuloso del epitelio, y observamos una capa de queratina dentro de la cual vemos

nucleos picndticos (Farmer y Hood, 2000).

Hiperplasia epidérmica endofitica: Engrosamiento de la epidermis por efecto
del aumento en el ndmero de sus células (Magafia y Magafia, 2011). Se reconocen
cuatro perfiles: psoriasiforme, en que la hiperplasia es mas o menos regular en cuanto
al tamafio de sus procesos interpapilares y la preservacion de la unién dermo-
epidérmico; hiperplasia irregular, en que no hay esa regularidad de la anterior y existe
pérdida de la unién con la dermis; papilada, en que los crecimientos epidérmicos

sobresalen del nivel de la superficie de la piel; pseudocarcinomatosa, perdida de la
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estructura papilar con conos irregulares ensanchados que penetran profundamente en
la dermis (Urbina, 2001).

Acantosis: Es el término utilizado para designar el engrosamiento de la
epidermis, habitualmente debido a un aumento del grosor del estrato espinoso (capa de
células espinosas). Es una caracteristica comun de muchas enfermedades de la piel,

particularmente de inflamaciones crénicas (Stevens, Lowe y Young, 2003).

La acantosis o hiperplasia es tan grande que el epitelio crece superficialmente y
en profundidad enviando sus prolongaciones o papilas profundamente hacia el
conjuntivo subyacente. Este fendmeno origina una imagen donde pareciera que el
epitelio "infiltrara” al conjuntivo, es decir, que fuera un tumor maligno, pero si se
observa bien se vera que aunque parezcan aisladas algunas islas de epitelio, todas

conservan su capa basal y su membrana basal (Wolff, Weinberger y Grubeck, 2012).

Hipoplasia: Es una caracteristica que se asocia a la capa espinosa donde se esta
disminuyendo el nimero de células espinosas que constituyen a la segunda capa de la

epidermis, dando lugar a un adelgazamiento epidérmico (Magafia y Magafia, 2011).

Atrofia: Reduccidn de tamafio de las células epidérmicas, es decir, después que
el 6rgano normalmente desarrollado alcanzo el tamafio normal, suele acompariarse de
disminucion o pérdida de la cresta. La atrofia puede darse en diversos niveles de
organizacion: en células aisladas, tejidos y 6rganos (Wolff, Weinberger y Grubeck
2012).

La pérdida de masa protoplasmatica en la atrofia afecta principalmente al
parénquima de los 6rganos, por eso en los 6rganos atrdficos el estroma suele ser
prominente y parecer aumentado, como se observa tipicamente en el bazo (Sanchez et
al., 2004).
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Dentro de las alteraciones celulares que presenta la epidermis podemos encontrar

las siguientes:

Infiltrado celular: Es una inflamacidn representada por células de tipo
macrdfagos, polimorfonucleares neutréfilos, eosindfilos, linfocitos y plasmocitos
(Balkwill y Mantovani, 2001).

Granuloma: Son formaciones nodulares de caracter inflamatorio productivo, por
lo comun de 1 a 2 mm de didmetro, constituidas esencialmente por macréfagos. Ellas
se explican por la presencia local de un agente causal insoluble. En los granulomas
puede haber fendmenos alterativos, como necrosis, ademas, otras células de caracter
inflamatorio, como polimorfonucleares, linfocitos y plasmocitos; puede haber

neoformacion de vasos, fibroblastos y fibras colagenas (Sanchez et al., 2004).

En la evolucion de algunos granulomas se observa un reemplazo de los
macrdfagos por fibroblastos y un progresivo aumento de fibras colagenas hasta la
formacion de una cicatriz. Los macrofagos pueden desencadenar una proliferacion
local de fibroblastos y ademas estimularla formacion fibras de colageno (fibroblastos
facultativos) (Wolff, Weinberger y Grubeck, 2012).

En algunos granulomas predominan las células epiteloides, que son macréfagos
transformados en células principalmente secretoras y con menor capacidad
macrofagica (Sanchez et al., 2004).

Fibrosis: Es la caracteristica designada por la transformacion de algunos tejidos
en un tejido compuesto por fibras cercanas al tejido conjuntivo. Suele aparecer a raiz
de una lesion tisular o de la inflamacion de un tejido donde éstos no se regeneran
correctamente: los tejidos inicialmente sanos se sustituiran por estos otros tejidos
fibrosos. Cuando existe una lesion de los tejidos organicos la evolucion normal se hace

hacia la cicatrizacion, es decir la sustitucion de las células muertas por células idénticas

20



cuyas funciones se conservan. En caso de desequilibrio en este fendmeno de
reparacion, hay una produccion excesiva de colageno lo que conduce hacia la fibrosis
(Wolff, Weinberger y Grubeck 2012).

De igual forma, también existen otras alteraciones que afectan la capa

hipodérmica, algunas de ellas se describen como:

Necrosis tisular: Degeneracion del tejido por la muerte de sus células. Esta
mortalidad es producida por la accién de un agente nocivo que genera una lesion
irreparable (Montserrat, Fortufio y Gonzalez, 2008).

Existen diversos tipos de necrosis entre ellos: necrosis tisular coagulativa, que
corresponde a un conjunto de alteraciones de una célula muerta que pueden verse con
microscopio éptico cuando una célula muere, su perfil se mantiene durante los primeros
momentos Yy, si se tifie con la combinacién habitual de hematoxilina y eosina, el
citoplasma de la célula necrdtica se vera vacuolado y mas eosindfilo de lo habitual. El
nucleo muestra un agrupamiento inicial de la cromatina, al que sigue su redistribucion
a lo largo de la membrana nuclear; necrosis caseosa, la cual se refiere a la
destruccién celular con restos granulares; necrosis licuefactiva, se da cuando la
velocidad de disolucion de las células necroticas es muy superior a su capacidad de
reparacion, donde los polimorfonucleares de una reaccién inflamatoria aguda poseen

potentes hidrolasas capaces de digerir a las células muertas (Wojciech, 2015).

Vasculitis:  Grupo heterogéneo de entidades clinicas etiol6gicamente
inespecificas, que suelen presentarse con o sin manifestaciones sistémicas.
Tradicionalmente han sido definidas como procesos clinico-patoldgicos caracterizados
por inflamacién y dafio de los vasos sanguineos (vénulas, capilares, arteriolas de
mediano y gran calibre), produciendo las manifestaciones clinicas de acuerdo con la
region irrigada, asociandose a necrosis 0 a trombosis, es decir que las vasculitis

pueden ser generalizadas o localizadas (Carlson y Chen,2006).
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Leishmania. Es un protozoo unicelular dimorfo perteneciente a la clase
Zoomastigophora, orden Kinetoplastida y familia Trypanosomatidae (Tabla I). El
género Leishmania (Ross en 1903) incluye mas de dos docenas de especies, la mayoria

de las cuales parasita al ser humano (Domingo, 2004).

Tabla I. Taxonomia de Leishmania.

Reino Protista
Subreino Protozoa
Phylum Sarcomastigophora
Subphylum Mastigophora
Clase Zoomastigophora
Orden Kinetoplastida
Suborden Trypanosomatina
Familia Trypanosomatidae
Género Leishmania (Ross, 1903)

(Domingo, 2004).

Leishmania es un parasito digénico, que en su ciclo de vida se presenta en dos
estadios: 1) Promastigote: que representa la forma extracelular infectante,
caracterizado por ser elongado y fusiforme, se desarrolla y multiplica en el tracto
digestivo de los insectos transmisores, mide aproximadamente de 12 a 20 um, posee
un nucleo central y un flagelo anteronuclear que nace del cuerpo basal situado delante
del kinetoplasto, necesario para su movilidad en el intestino de los artrépodos vectores
(dipteros); y 2) Amastigote: que representa la forma replicativa intracelular obligado y
se encuentra dentro del sistema reticuloendotelial del mamifero hospedero, presenta
una forma redondeada u oval, mide de 3 a 7 um, posee un ntcleo oval excéntrico, un
kinetoplasto que consta de blefaroplasto y cuerpo basal, aunque carece de flagelo
presenta un rizoplasto que se convertird en flagelo en el promastigote (Vera, Vega,
Quintanilla y Arenas, 2006).
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El género Leishmania esta dividido en dos subgéneros: Leishmania(L.) y Viannia
(V.), segun el sitio en que se desarrollen en el intestino del insecto transmisor. La
localizacion de Leishmania es suprapildrica, proxima a la probdscide, mientras que
Viannia se aloja en las porciones media y posterior del intestino. Por lo que a los
subgéneros Leishmania (L.) y Viannia (V.) de acuerdo con el sitio de unién y desarrollo
en el intestino del mosquito, se denominan suprapilarianos y peripilarianos,

respectivamente (Vera et al., 2006)
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Tabla Il. Clasificacion del género Leishmania.
GENERO SUBGENERO  COMPLEJO ESPECIE

L.donovani
L.donovani L.infantum
L.chagasi
L.Tropica
) L.Major
L.tropica o
L.Aethiopica
L.Killicki

L.Mexicana

Leishmania

L.Amazonensis
L.mexicana L.Garnhami
L.Pifanoi
Leishmania L.Venezuelensis
L.Braziliensis
L.Panamensis
L.Guyanensis
L.Peruviana
Viannia L.Colombianensis
L.braziliensis
L.Equatorensis
L.Lainsoni
L.Naiffi

L.shawi

(Botero y Restrepo. 2005).

Ciclo Bioldgico. Para alimentarse, la hembra del insecto vector pica al mamifero
reservorio. De este modo, los amastigotes de los tejidos infectados o de la sangre pasan
al tracto digestivo del mosquito y en el intestino medio, fundamentalmente, se
transforman en promastigotes en 24 a 36 horas tras la picadura, e inician una rapida
multiplicacion. Dentro del tubo digestivo del vector, las caracteristicas del
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promastigote van cambiando desde la fase de nectomona, sujeto a las
microvellosidades del tubo digestivo, a la de promastigote infectivo o metaciclico, libre
en hipofaringe, pasando por una fase intermedia de haptomona. Este proceso se conoce
como metaciclogénesis y dura unos 10 dias. Los promastigotes metaciclicos rellenan
la faringe y proboscide del mosquito y permanecen alli hasta una nueva picadura,
momento en el que seran inoculados a un nuevo hospedero. Con cada picadura entran
en la dermis entre 10 y 200 promastigotes metaciclicos, algunos de los cuales,
probablemente, son destruidos por los leucocitos polimorfonucleares y eosinoéfilos,
mientras que otros se adhieren a los receptores de superficie de los macréfagos y son
fagocitados. Una vez dentro del macrofago, se va reduciendo el tamafio del flagelo y
el cuerpo se va ovalando (paramastigote) hasta transformarse nuevamente en
amastigotes, que viviran en los fagolisosomas, o vacuolas parasitoforas del macréfago.
En estas estructuras, los amastigotes sobreviven y se multiplican por division binaria,
hasta que el macrofago queda repleto de amastigotes, momento en el que se rompe y
los parasitos pasan al espacio extracelular, donde seran nuevamente captados por otros

macrdfagos (Garcia, 2004).

Leishmaniasis. La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria que dependiendo
de la especie y de la respuesta inmunitaria del hospedero, adopta diferentes formas
clinicas, segun su pronéstico y terapéutica, se comportan como enfermedades
diferentes y se clasifican en: 1) Infecciones inaparentes que curan espontaneamente, 2)
Leishmaniasis cutdnea (LC) con Ulceras cutaneas que pueden presentarse a) con una
Unica lesion de manera localizada (LCL) o b) con varias lesiones de manera difusa
(LCD), 3) Leishmaniasis mucocutanea caracterizada por lesiones inflamatorias
crénicas en mucosas (LMC) y 4) Leishmaniasis visceral (LV) causando infeccion

sistémica diseminada potencialmente fatal (Lopez et al., 2011).
Leishmaniasis Cutanea. Como se menciond anteriormente, esta forma puede

clasificarse como leishmaniasis cutanea localizada (LCL) o difusa (LCD). La

Leishmaniasis cutanea localizada (LCL) se presenta en areas expuestas a la picadura
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de insectos (cara, tronco y extremidades), entre dos a cuatro semanas después de ésta.
En el sitio de la picadura aparece un nodulo eritematoso asintomatico de 1 a 10 cm
de diametro, que en el transcurso de 1 a 3 meses se agranda y transforma en una ulcera
de bordes indurados, de coloracidn violacea, redondeadas, y de fondo limpio e indoloro
si no estan infectadas secundariamente. Los sujetos con LCL ocasionalmente curan
espontaneamente en un lapso de 6 meses a 4 afios, dejando una placa deprimida y
discromica con telangiectasias. Se llama forma abortiva si la lesion es una “papula”
regresiva; boton macho si es un nédulo no ulcerado y botén hembra cuando es un
nédulo ulcerado (Vera et al., 2006).

Cuando afecta los pabellones auriculares, causa la forma cutaneo condral o Ulcera
de los chicleros, este tipo de lesion es causada principalmente por L. (L.) mexicana.
Esta especie genera lesiones leves y no produce metastasis nasofaringeas; comienza
con una lesion, como la picadura de un insecto, que genera una placa infiltrada o
Ulcera cronica, de fondo exudativo, a menudo indolora; sin embargo, casi siempre es
dolorosa especialmente al tacto, cuando tiene sobreinfeccion, que puede curar
espontaneamente a largo plazo y dejar mutilaciones en forma de muesca (Lopez et al.,
2011).

La leishmaniasis cutanea difusa o tegumentaria Ilamada asi porque se han
encontrado paréasitos adn en zonas sin nodulos, se caracteriza por falta de respuesta
inmunitaria celular hacia antigenos del parésito, permitiendo la diseminacion
incontrolada de éste, con desarrollo de lesiones en casi toda la piel, con excepcion del
cuero cabelludo y en ocasiones las mucosas. En esta forma clinica el parasito se
disemina lentamente por el liquido tisular, por la linfa o por via sanguinea. El agente
etioldgico descrito generalmente pertenece al complejo L. mexicana que predomina en
zonas expuestas como pabellones auriculares, mejillas y extremidades; se caracteriza
por nddulos y placas infiltradas de superficie lisa o verrugosa, de color pardo rojizo y
consistencia firme, que pueden o no ulcerarse. Pueden observarse linfoedema,

linfadenopatia, mal estado general y en ocasiones fiebre (Vera et al., 2006).
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Tratamiento. La leishmaniasis cutanea se puede curar sola a corto y largo plazo.
Dan muy buen resultado los antimoniales trivalente por via parenteral, como el
Repodral y la Antiomalina, 2 a 3 ml (0.02 a 0.03 g) en dias alternos en series de 12 a
20, y los pentavalentes como glucantine (antimoniato deneglumina), 10 a 60 mg/kg por
12 dias a tres semanas, 0 hasta obtener datos de curacion clinica y parasitologica, y el
pentostam (estibogluconatosodico) 20 mg/kg/dia, por 20 dias. En las formas cutaneas,
0 ante riesgo cardiovascular, también pueden inyectarse antimoniales por via
intralesional, 0.2 a 1.5 ml cada semana; habitualmente se realiza cada tercer dia, con
un numero de 10 a 12 aplicaciones en total hasta la curacion clinica, no la

parasitoldgica, ya que pueden existir parasitos sin la enfermedad (Weigel et al., 1994).

Los efectos adversos de los antimoniales pueden ser reaccion local, anorexia,
ndusea, vomito, mialgias, artralgias, aumento de enzimas hepéticas, y alteraciones
electrocardiograficas. Una alternativa es el tratamiento combinado con antimoniales
pentavalente e inmunoterapia con vacuna de promastigotes muertos (Alvarado et al.,
1985).

En algunos casos de leishmaniasis cutanea ha sido util la diaminodifenilsulfona,
3 mg/kg/dia por 3 semanas. En casos por L. mexicana hay respuesta al ketoconazol
200-600 mg/dia, o al itraconazol, 200-400 mg/dia, durante 1 a 2 meses. También se
han usado rifampicina, 600 a 1200 mg/dia por mas de 2 meses sola 0 con isoniazida;
interferon-yy alopurinol 20 mg/dia, metronidazol, 250 mg 3 veces al dia en ciclos de
10 a 15 dias; trimetroprim-sulfametoxazol 160/800 mg 2 veces al dia durante 4
semanas. Incluso se ha usado la lidocaina con buenos resultados. Existen nuevos
avances terapéuticos que se desarrollan activamente como medicamentos portadores
de blancos especificos para la localizacion del parésito, reduciéndose los efectos
adversos; uso de inmunomoduladores; evaluacion de los productos naturales; estudios

de farmacocinética y combinaciones (Vera et al., 2006).
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Localmente deben usarse antisépticos, algunos recomiendan sulfato de
paromomicina a 15% y cloruro de metilbenzetonio a 12% dos veces al dia por 10 dias
a 3 semanas o solucion de sulfato de bleomicina al 1% por via intralesional (Harrisont
y Wintrobe., 1973). Tambien se ha recurrido con eficacia relativa a termoterapia,
criocirugia, legrado (curetaje), laser y radioterapia (Marinkelle y Rodriguez., 1981).

Respuesta Inmunitaria Anti-Leishmania. La infeccion por Leishmania
generalmente induce una respuesta inmunitaria compleja que varia dependiendo de
diferentes factores: forma clinica de la enfermedad, especie de Leishmania implicada
en el proceso infeccioso y la cronicidad de la enfermedad. Se genera un espectro de
respuesta inmunitaria que incluye mecanismos inmunes inespecificos (por ejemplo:
reacciones inflamatorias) hasta mecanismos inmunes especificos mediados por células

0 por anticuerpos (Agudelo y Robledo, 2000).

Respuesta innata. Los polimorfonucleares neutréfilos (PMN) son las primeras
células que migran al sitio de la infeccion y cumplen una funcion doble. Por una parte
son la primera linea de defensa contra el parasito y por otro, en su interior los
promastigotes encuentran un lugar adecuado para sobrevivir, transformarse vy
multiplicarse (Cortés, 2011). Las células fagociticas secretan citoquinas como la IL8,
que atrae nuevos PMN al lugar de infeccion. Los PMN circulan por el torrente
sanguineo durante un corto periodo de tiempo, después del cual inician la apoptosis.
Leishmania es capaz de retrasar esta apoptosis hasta 24 horas para aplazar las defensas
del hospedero. Los PMN pueden diferenciarse en CD28+ 6 CD28-. Los PMN CD28+
interaccionan con los monocitos- macrofagos y las células dendriticas, que llegan al
lugar de la infeccion. Esta interaccion activa la sintesis de IFNy e IL12, los cuales
incrementan la produccion de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
tipo Il (MHC-I11) y permiten que se transformen en células presentadorasde antigeno
(APC). Por otra parte, los macréfagos fagociticos ingieren PMN CD28- apoptdticos
con los parasitos en su interior. De esta manera se activa minimamente la funcion

microbicida, ya que el parasito penetra el macréfago enmascarado por la célula
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apoptdtica. Cuando el promastigote es internalizado en el fagosoma del macréfago, se
le fusionan los lisosomas formando el fagosoma final. En el fagosoma los paréasitos son

destruidos por enzimas proteoliticas (Carrion, 2007).

Las células dendriticas y otras APC migran llevando los parésitos desde la zona
de inoculacién hasta los ganglios linfaticos regionales, donde presentan los antigenos
de Leishmania a través de las moléculas del MHC-II a las células T CD4+ para
estimular la respuesta celularespecifica. La presentacion involucra la presencia de otras
moléculas coestimuladoras como CD40 y CD80 que activan la produccion de 1L12.
Esta citoquina aumenta la produccion de IFNy que puede unirse a los receptores del

macrdfago e inducir la muerte el parasito (Cortés, 2011).

Respuesta antigeno especifica. El establecimiento de una respuesta inmunitaria
protectora frente a Leishmania requiere la presentacion de antigenos apropiados por
parte de las APC, la induccién y expansién de linfocitos Thl y la activacién de los
macrdéfagos para una eficiente eliminacion del parasito. Unas de las células
presentadoras de antigenos mas importantes, para Leishmania, son las células
dendriticas. Estas presentan una variedad de receptoresde membrana que facilitan el
reconocimiento y la captura del patégeno para ser procesado y presentado

eficientemente. (Cortés, 2011).

Estudios en ratones han permitido determinar los patrones de diferenciacion y el
perfil de citoquinas implicadas en la resistencia y susceptibilidad a la enfermedad. Asi,
los linfocitos T, pueden diferenciarse en varias subpoblaciones como son: Thl, Th2,
Treg y Th17, caracterizadas fenotipicamente por la secrecion diferencial de diversos
mediadores solubles como citoquinas y quimioquinas. Dentro de las moléculas
especificamente secretadas por cada tipo celular podemos decir que las células Thl
producen activadores de la respuesta inmunitaria celular tales como el IFNy que
conlleva a la eliminacion del parasito. Por otra parte, las células Th2 secretan

citoquinas como la IL4, IL5 e IL13, que junto a IL10 de las células Treg suscitan la
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desactivacion de los macrdfagos y el desencadenamiento de una respuesta inmunitaria

humoral que no es del todo eficiente para eliminar el parasito (Carrion, 2007).

Actualmente se desconocen los factores exactos que dirigen o determinan la
expansion de una u otra subpoblacién de células T colaboradoras (Th). Sin embargo,
se ha observado que cuando existe una gran cantidad de antigeno, cuando éste es
soluble, o cuando el linfocito B se comporta como célula presentadora de antigeno, la
respuesta es de tipo Th2. Al contrario, la respuesta es de tipo Thl cuando hay
presencia de poco antigeno o la célula presentadora de antigeno es el macréfago o las
células dendriticas (Agudelo y Robledo, 2000).

Las citoquinas de tipo Thl participan en la regulacion del granuloma y en la
activacion de macrdfagos inflamatorios para aumentar su capacidad microbicida,
mientras las citoquinas de tipo Th2 regulan la produccion de anticuerpos por los
linfocitos B y el desarrollo de una respuesta inmunitaria de tipo humoral (Carrion,
2007).

En la leishmaniasis, la eliminacién del parésito depende de la activacion de la
célula hospedera; por lo tanto, la produccion de citoquinas activadoras de macréfagos
se correlaciona con curacion, mientras que la de citoquinas que desactivan el
macrdfago se correlaciona con enfermedad. En esta forma, el mecanismo por el cual
se activan las células Thl o Th2 es importante para dirigir la respuesta inmunitaria
hacia proteccion y curacion o susceptibilidad y patogénesis (Agudelo y Robledo,2000).

Los estudios realizados en humanos para tratar de correlacionarlos patrones
de citoquinas producidas por células T y las formas clinicas de la leishmaniasis han
mostrado un perfil mezclado de citoquinas. En los pacientes con leishmaniasis cutanea
difusa hay un predominio de citoquinas tipo Th2, ya que no hay produccion de IFNy,

ni 1IL12, pero si presentan significativos niveles de IL5 y TNFa. La leishmaniasis
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cuténea se caracteriza por un patron de citoquinas tipo Th1l con produccién de 1L12 e

IFN-y en niveles significativos (Cortés, 2011).

Modelo Experimental.

Las principales cepas de ratones utilizadas en el estudio del parasito (C57BL/6,
C3H, CBA) la infeccion genera lesiones cutaneas similares a las de los humanos. Estas
lesiones se curan de forma espontanea debido a que estas cepas generan una respuesta
tipo Thl cuyo principal producto es el IFN-y. Esta citoquina induce la produccion de
Oxido nitrico (NO) por los macréfagos parasitados, iniciando asi el proceso de
destrucciéon y eliminaciéon del parasito. El balance de la respuesta Th1l/Th2 esta
mediado por las diferentes citoquinas sintetizadas por las APC, de esta forma altas
dosis de IL4 inducen una respuesta Th2 y por otra parte, la presencia de IL12 induce
la respuesta del tipo Thl. Otra cepa de raton utilizada en el estudio de la enfermedad
es BALB/c, cuya principal caracteristica es la generacién de una respuesta de tipo Th2.
Esta cepa susceptible a la enfermedad, no es capaz de controlar la enfermedad por
inhabilidad para detener el crecimiento del parasito en el interior de la célula infectada.
La susceptibilidad en estos ratones esta asociada a la sintesis temprana de L4, lo que
se traduce en una polarizacion hacia una respuesta Th2. Esta expresion temprana de
IL4 no ha sido detectada en los ratones C57BL/6 por lo tanto, es considerada como el
primer factor en la susceptibilidad (Cortés, 2011).

Entonces, las diferencias entre resistencia y susceptibilidad en los ratones pueden
estar asociadas a varios factores, uno de ellos es que cepas resistentes como los
C57BL/6, J6 y CBA producen citoguinas que activan los macrofagos por la via clasica
para facilitar la muerte del parasito. En contraste, las cepas susceptibles (BALB/c)
producen una respuesta tipo Th2 caracterizada por la produccion de altos niveles de
IL4,1L13 e IL10 las cuales activan el macrofago por la via alterna e incrementanla
produccion de poliaminas favoreciendo el crecimiento y la proliferacion del parésito.

Se han encontrado que en los ratones BALB/c el parésito se disemina desde el lugar de
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inoculacién hasta el bazo e higado, mientras que en los ratones resistentes el parasito

es contenido en la almohadilla plantar y el ganglio de drenaje (Cortés, 2011).

Retinoides.

Los retinoides son compuestos pleiotrdpicos derivados de la vitamina A que se
han revelado muy importantes para numerosos procesos bioldgicos tales como: la
inmunomodulacion, la quimioprevencion del cancer, el melanotropismo, la
estimulacion del crecimiento, el mantenimiento y la diferenciacion epitelial, la
morfogénesis, la actividad antinflamatoria y sebolitica, el antagonismo de los
corticosteroides, la sintesis de la matriz dérmica y la estimulacion de la angiogénesis,

el mantenimiento de las funciones visuales y en la reproduccion (Allende, 1997).

El retinol, o vitamina A, es un alcohol primario insaturado de bajo peso molecular
(286.46 Da) y de formula empirica CyH30O (Tornero, 2004).

El reino vegetal es muy rico en precursores de la vitamina A, como son los
carotenos, que en el intestino delgado pueden transformarse en retinol segin las

necesidades del organismo (Montis, 1987).

La Vitamina A es un isoprenoide insaturado, liposoluble, que se encuentra de
forma natural en los tejidos animales. Sus niveles normales en sangre oscilan entre 0.35
y 0.75 mg/L (Fernandez y Armario, 2003).

Pertenece a una familia de moléculas con estructura similar que se denominan de
modo genérico retinoides. La actividad de la vitamina A en los mamiferos se debe no
solo a los retinoides, sino también a ciertos carotenos ampliamente distribuidos en la
mayoria de los vegetales. Los carotenos no poseen actividad intrinseca de vitamina A

por si mismos, pero son convertidos en vitamina A mediante reacciones enzimaticas
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que tienen lugar en la mucosa intestinal y en el higado: asi el B-caroteno, cuya molécula

es simétrica, se escinde por su centro y rinde dos moléculas de retinol (Allende, 1997).

Isotretinoina (&cido-13-cis-retinoico), tretinoina, acido retinoico, &cido-todo-
trans-retinoico o vitamina A &cida: son metabolitos del retinol. Son moléculas
inestables y vulnerables a la oxidacion, al calor y a las radiaciones ultravioletas, lo que
va a repercutir en su actividad terapéutica por ello se debe mantener lejos de laluzy a

bajas temperaturas (Fernandez y Armario, 2003).

Metabolismo de los Retinoides.

Los seres humanos requieren cantidades pequefas de vitamina A en su dieta (400
a 1300 pg de retinol por dia, segun la edad). Esta cantidad se puede ingerir facilmente
en la alimentacion diaria en la mayoria de los paises occidentales, pero se ha
demostrado que una dieta deficitaria de vitamina A (especialmente en nifios) es un
problema de salud comun en algunas partes del mundo, dando como resultado

xeroftalmia y un incremento de infecciones severas y muerte (Allende, 1997).

Los carotenos, son absorbidos como tales a nivel intestinal y son escindidos a
retinal en los enterocitos, el retinal se une a una proteina intestinal (CRBPII), la cual le
protege de su oxidacion a acido retinoico y permite la reduccion del retinal al retinol.
Por otra parte, los ésteres de retinol (ER) sufren una hidrdlisis en el lumen intestinal
transformandoseen retinol, de esta forma son absorbidos por los enterocitos y se unen
a CRBPII. En los enterocitos el complejo retinol-CRBPII reacciona con acidos grasos
de cadena larga formando los ésteres de retinol. Los ésteres de retinol formados junto
con los triglicéridos y los ésteres de colesterol son incorporados en los quilomicrones
que son las principales lipoproteinas intestinales (Soria y Ribera, 2005).
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Hipdtesis

Los retinoides pueden tener efecto antiparasitario a través de su funcién en la
modulacién de la respuesta inmunitaria minimizando la lesion cutanea causada por

Leishmania (Leishmania) mexicana.

Operacionalizacion de Variables

Variables Dependientes:
e Presencia de restos antigénicos de Leishmania (Leishmania) mexicana.

e Histopatologia cutanea

Variables Independientes:
e Tratamiento con el &cido 13-cis retinoico (isotretinoina)
e Tratamiento con Vitamina A

e Tratamiento con B-caroteno
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Tabla I11. Operacionalizacion de la variable dependiente

Operacionalizacion de la variable dependiente

patologia

. . Definicion Definicion . . .
Variables Tipo . Dimensiones Indicador
Conceptual Operacional
Resto antigénico se L ) Presente:
. Se estudiara a través .
. define como o depositos del
Presencia de . . de la técnica Presente
Dependiente presencia del . o AEC (color
Restos ) . Inmunohistoquimica 3
o Discreta parasito o sus . . marrén)
Antigénicos i (inmunoperoxidasa Ausente
antigenos en los o
B . indirecta) .
tejidos a estudiar Ausente:incoloro
- Cambios
Caracteristicas i o
A través del histoldgicos
. ; . presentes en los Presente .
Histopatologia Dependiente . ) contraste con asociados a la
. tejidos cutaneos a .
cuténea Discreta hematoxilinade presencia 0
cuando hay una i Ausente .
Gomori ausencia de

restosantigénicos

Jaimes, D (2019)
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Tabla IV. Operacionalizacion de las variables Independientes.

Operacionalizacion de las variables Independientes.

; Definicion Definicion
Variable Tipo ] Dimensiones Indicador
Conceptual Operacional
Los farmacos
(acido-13-cis-
o retinoico; Vitamina
Retinoides .
. A y B-caroteno) se Preventiva
. Independiente Es un o ) . .
Tratamiento ) i administraran Preventiva previo a
o Continua farmaco . »
con Retinoides . . de 1 pM/kg de la infeccion
antinflamatorio i
peso/dia durante 15
y 30 dias continuos
por via oral

Jaimes, D (2019).
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CAPITULO III

MARCO METODOLOGICO

Tipo de investigacion.

La investigacion es de tipo analitica mediante la evaluacion del efecto
antileishmanial del tratamiento preventivo con retinoides en ratones BALB/c//BI1O

infectados experimentalmente, desde febrero de 2016 hasta julio de 2018.

Disefio de la investigacion.

El estudio propuesto se adecuo a los propositos de la investigacion de disefio
univariante multicategorico, de laboratorio, contemporaneo e innovador. En funcion de
los objetivos obtenidos definidos en el presente estudio donde se planted: evaluar el
efecto antileishmanial del tratamiento preventivo con retinoides en ratones

BALB/c//BIO infectados experimentalmente.

Ubicado dentro de esta modalidad se emplearon técnicas de recoleccién de
informacion, cumpliendo con varias etapas, la primera referida a la delimitacion del
objeto de estudio, logrado gracias a la realizacion del enunciado holopraxico, la
segunda etapa implico la recoleccion de informacion propiamente para la elaboracion

del marco tedrico.
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Poblacién y Muestra.

En este proyecto de investigacion, se realizd un estudio prospectivo con ratones
hembras, singénicos, de la cepa BALB/c//BIO, de 8 semanas de edad, obtenidos del
Bioterio Central de la Universidad de Los Andes (BIOULA), manipulados siguiendo
el protocolo de manejo de animales experimentales, planteado por el Ministerio del
Poder Popular para Ciencia y Tecnologia (Venezuela) y distribuidos en los siguientes
grupos de estudio: 1) Ratones sanos (Al); 2) Ratones infectados con amastigotes del
aislado M/HOM/VE/72/AZV de Leishmania (Leishmania) mexicana (A2); 3) Ratones
sanos tratados con el agonista selectivo sintético acido 13-cis-retinoico (isotretinoina)
por 15 dias continuos (A3); y 4) ratones tratados preventivamente durante 15 dias
continuos con el agonista selectivo sintético acido 13-cis-retinoico e infectados al
siguiente dia con amastigotes del aislado M/HOM/VE/72/AZV de Leishmania
(Leishmania) mexicana; 4.1) ratones tratados preventivamente durante 15 dias
continuos con el agonista selectivo sintético acido 13-cis-retinoico e infectados a los 8
dias postratamiento con amastigotes del aislado M/HOM/VE/72/AZ\/ de Leishmania
(Leishmania) mexicana 5) Ratones tratados preventivamente durante 15 dias continuos
con vitamina A e infectados al siguiente dia con amastigotes del aislado
M/HOM/VE/72/AZV de Leishmania (Leishmania) mexicana; 5.1) ratones tratados
preventivamente durante 15 dias continuos con vitamina A e infectados a los 8 dias
postratamiento con amastigotes del aislado M/HOM/VE/72/AZV de Leishmania
(Leishmania) mexicana; 6) Ratones tratados preventivamente durante 15 dias
continuos con B-caroteno e infectados al siguiente dia con amastigotes del aislado
M/HOM/VE/72/AZV de Leishmania (Leishmania) mexicana y 6.1) Ratones tratados
preventivamente durante 15 dias continuos con B-caroteno e infectados a los 8 dias
postratamiento con amastigotes del aislado M/HOM/VE/72/AZV de Leishmania

(Leishmania) mexicana.
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Tabla V. Poblacion y Muestra

Experimentales

. a1l
5 di .
IT a partir del dia 1

o Tratamiento Infeccion
Retinoide Dosis Cepa Densidad parasitaria
g IT Leishmania (Leishmania)
Vit A 1pmol[p/Kg de peso/dia mexicana M/HOM/VE/ 4x10° promastigotes
B-C T72I1AZV
2 - -
AL Sanos sin tratamiento
3 A ) Sin tratamiento Sanos sin infecciéninfectados el dia 1
o
*E A3 15 dias continuos conlT a Sanos sin infeccion
o
O ) partir del dia 1

Lratamiento
El8vo di is de finali |

tratamiento

Unidad de Investigacion.

Esta

representada

por los

ratones

BALB/c//BIO

experimentalmente con Leishmania (Leishmania) mexicana.
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Seleccion del tamario muestral.

Los ratones fueron seleccionados a través de un muestreo no probabilistico y
se utilizaron un total de 18 ratones BALB/c//BIO y 2 hamster de la especie
Mesocricetus auratus machos de 8 semanas de edad; ambas especies obtenidos en el
Bioterio Central de la Universidad de Los Andes (BIOULA).

La estimacion poblacional fue de 2 animales por grupo, basado en experimentos
preliminares ya desarrollados, y considerando la dificultad de trabajar con un nimero
de muestra mas grande, por la factibilidad desde el punto de vista del tiempo y la

economia del trabajo experimental.

Instrumento de recoleccion de datos.

En la investigacion los datos fueron recolectados analizando las alteraciones

histopatologicas mediante analisis descriptivo, sin realizar evaluacion estadistica

Procedimiento o Metodologia de la investigacion.

Modelos de induccion.

Se realiz6 un estudio prospectivo en un total de 18 ratones hembras, singénicos,
de la cepa BALB/c//BIO, libres de patdgenos especificos, de 8 semanas de edad, con
un peso promedio de 18 £ 2 g, obtenidos del Bioterio Central de la Universidad de Los
Andes (BIOULA), y su manejo fue llevado a cabo bajo las mismas condiciones
microambientales, macroambientales (24-28 °C de temperatura y 70-80% de

humedad), alimentados con ratarina y agua estéril ad libitum.

La dosis empleada en cada uno de los tratamientos tuvo como base los resultados

obtenidos en los ensayos in vitro. Se administré 1 umol/Kg/dia de acido 13-cis
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retinoico (isotretinoina), vitamina A y f-caroteno segin como le correspondian a los
grupos experimentales. Los farmacos se diluyeron en &cido oleico debido a la
caracteristica lipofilica de estos, y se mantuvieron almacenados a temperatura ambiente

protegidos de la luz para evitar la degradacion del componente activo.

Preparacion de los farmacos a administrar.

Cada tratamiento se administré por via oral, una vez al dia a la misma hora,
durante 15 dias continuos segun corresponda para los grupos de estudio, tomando el
volumen del farmaco correspondiente a la dosis equivalente por el peso del animal, se
utiliz6 una pipeta con una punta estéril por cada animal, introduciéndola hasta la parte
media de la boca del raton por encima de la lengua, descargando el volumen lentamente

mientras el animal succionaba.

Aislamiento de amastigotes y obtencion de los promastigotes de Leishmania

(Leishmania) mexicana para los ensayos de evaluacion del efecto anti-leishmanial.

Los amastigotes fueron obtenidos a partir de macerado de la lesion cutanea de
hamster dorado machos (Mesocricetus auratus) infectados con Leishmania
(Leishmania) mexicana, posteriormente sacrificado el animal mediante el método de
inhalacion con éter y con previa rigurosa asepsia y antisepsia se obtuvo dentro de una
campana de flujo laminar la biopsia de la pata del hamster con la ayuda de pinzas
cortantes especiales de 4 mm (Cutting Biopsy Punch), retirando un numero variable de
fragmentos de tejido en la dependencia de la extension del granuloma y de su
accesibilidad. Las biopsias fueron trituradas en 2 ml de solucién salina estéril utilizando
un mortero estéril de 15 ml con una rejilla metélica, con la finalidad de liberar de
manera mecénica los amastigotes tanto extracelulares como intracelulares. Para
eliminar los restos celulares de la suspension de amastigotes se centrifugé el macerado
de la lesion en 10ml de solucion salina estéril a 2000 g a 25 °C durante 10 minutos,

resuspendiendo el sedimento en 1 ml de solucidn salina estéril.
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La muestra homogenizada se observd al microscopio Optico para verificar la
presencia de parasitos. El volumen total del homogenizado (1 ml) se incubé en el medio
bifasico agar sangre-NNN (medio de Novy, McNeal, Nicolle) que constituye el medio
empleado méas conocido para el cultivo de parasitos hemaéticos y tisulares. Al
desarrollarse los promastigotes de Leishmania (Leishmania) mexicana, se repicaron en
el medio liquido LIT (infusion de higado y triptosa) con 10% de suero fetal bovino
inactivado, manteniendo los cultivos in vitro axénicamente por un periodo de 5a 7
dias, a 26 °C hasta alcanzar una absorbancia entre 0,7 y 0,9, que fue medida en un
espectrofotdmetro a una longitud de onda labs de 560 nm; lo que representa el final de
la fase logaritmica exponencial y comienzo de la fase estacionaria de crecimiento.

En este punto de lacurva de crecimiento, la densidad parasitaria en el cultivo in vitro,

varia entre 107 y 108 promastigotes/ml, caracteristica importante para la mayor

eficiencia de la infectividad de las cepas de Leishmania sp.

Infeccion experimental de los modelos muridos con promastigotesde Leishmania

(Leishmania) mexicana.

Con la finalidad de analizar si la actividad anti-leishmanial evidenciada in vitro
por los retinoides se conserva en el modelo muarido de susceptibilidad a la
leishmaniasis, se desarrollaron ensayos in vivo infectando los animales
experimentalmente con la especie Leishmania (Leishmania) mexicana, una de las
principales especies responsable de la presentacion cutanea de la enfermedad en

Latinoamérica.

Los promastigotes se obtuvieron a partir de cultivos de parasitos en fase
estacionaria a una absorbancia entre 0,6 y 0,7 a abs de 560 nm. El cultivo se lavo en
solucion salina estéril centrifugando a 2000 g por 10 minutos a temperatura ambiente.

Seguidamente, los promastigotes se contaron en un hemocitometro, se diluyé la
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suspension de parasitos en solucion salina estéril hasta obtener 2x100 parasitos/ml, se

inocul6 el equivalente a 4x10° parasitos/0,2 ml de solucién salina estéril por via
subcutanea, con una jeringa de 1 ml con aguja de 25Gx'2”, en la parte dorsal de la pata
posterior derecha de los ratones hembras BALB/c//BIO segun el esquema de infeccién

descrito, representado por ratones infectados posterior al tratamiento.
Obtencion de la lesion y preparacion de los tejidos para histologia.

Luego de transcurridas 8 semanas de la infeccion experimental cutanea, los
ratones fueron sacrificados por inhalacion de éter. Las patas con lesion activa y las
patas contralaterales sanas; ya sean provenientes de ratones infectados y tratados o no
con &cido 13-cis-retinoico(isotretinoina), vitamina A o B-caroteno, fueron seccionadas
tangencialmente e incluidas en el componente OCT (Optimal Cutting Temperature)
(Tissue Tek; Miles, Inc. Diagnostic, Kankakee, 11, USA) y almacenadas a -80 °C hasta
la que se realizo de los cortes histoldgicos. Para el estudio histopatolégico se procedio
a realizar cortes seriados de los tejidos congelados a un espesor de 4 a 5 um a -24 °C
usando un criostato (Leica CM1900-3-1), colocando los cortes seriados en laminas

portaobjetos previamente cubiertas con 0,005 % de poly-L-lysine hydro- bromide.

Los cortes se dejaron secar a temperatura ambiente durante 30 minutos, se fijaron
en acetona durante 10 minutos y finalmente se almacenaron envueltos cuidadosamente

en papel parafilm a -80 °C, hasta la realizacion de los estudios histopatoldgicos.

Deteccién de antigenos de Leishmania (Leishmania) mexicana y estudio

histopatoldgico de los tejidos de piel.
La deteccidn de amastigotes y antigenos de Leishmania (Leishmania) mexicana

fue realizada mediante la técnica de inmunoperoxidasa indirecta. Para ello, dichas

secciones de tejidos se incubaron con peroxido de hidrogeno (H202) al 3 % en metanol
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por 30 minutos para bloquear la actividad de la peroxidasa enddgena. Luego fueron
lavadas 2 veces con PBS a Ph=7,2 durante 10 minutos cada lavado e incubadas con
suero normal de cabra al 30 % en PBS por 20 minutos. Posteriormente, se incubaron
por 30 minutos en cdAmara humeda con suero anti-Leishmania (Leishmania) mexicana
producido en conejo diluido 1:50 en PBS/Tritén al 0,1%, se lavé con PBS a Ph=7,2 por
5 minutos para ser incubadas con anti-lgG de conejo producido en cabra conjugado a
peroxidasa (HRP) diluido 1:500 en PBS durante 30 minutos. Las secciones de tejido
se lavaron con PBS durante 5 minutos y se incubaron en cdmara hiimeda con solucion
cromogena 3, 9 amino-ethyl-carbazole (AEC) junto a 0.03 % de perdxido de hidrogeno

(H202) en 0,01 M de solucion amortiguadora de acetato a Ph=5.0 por 10 minutos.

Seguidamente fueron contra coloreadas con Hematoxilina de Gomori y
finalmente montadas con glicerina tamponada en PBS (9:1) para ser observadas al
microscopio optico (Leica DMLS, Shanghai, China) con objetivo de 40X de aumento.
En cada experimento se realiz6 en paralelo controles de interaccion inespecifica del

anticuerpo anti-1gG y de blogueo de la actividad de la peroxidasa.

Disefio de andlisis. Segln varios autores, los datos se pueden analizar por medios
de enfoques cuantitativos o cualitativos (Hurtado, 2010; Palella y Martins, 2010). En
nuestro caso, los datos obtenidos se analizaron cualitativamente, mediante analisis
descriptivo, donde se caracterizd la presencia de amastigotes y se evalud las
alteraciones tipicas del tejido asociadas a la infeccion.
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Disefo

Experimental

Administracion de —>  Viaoral durante 15 dias

Farmacos
Aislamiento de amastigotes Los amastigotes fueron
y __~, Obtenidos a partir de la lesion
cutanea luego las biopsias
Obtencién de los promastigotes fueron trituradas y cultivadas
para obtenerlos promastigotes
Infeccion experimental > viasubcutaneaen la parte
dorsal de la pata posterior
derecha
Los ratones fueron
Obtencidn de la lesion y s sacrificados, las patas con
preparacion de los tejidos para lesién activa y las patas
histologia contralateralessanas fueron

seccionadas tangencialmente e
Incluidas en el componente
OCT

Deteccion deantigenos = Técnica de inmunoperoxidasa
indirecta
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados

Teniendo en cuenta que la dosis dptima recomendada para la administracion de
retinoides necesaria para la ocupacion del 100% de los receptores de retinoides en el
organismo corresponde a 1 umol por Kg de peso al dia (1 M) para la isotretinoina y
10.000 Ul al dia equivalentes a 10 umol al dia (10 M) para la vitamina A, se procedio
a evaluar la inhibicién del proceso inflamatorio in vivo evidenciada en cambios

histopatoldgicos.

1) Eficacia terapéutica de pg-caroteno, vitamina A e isotretinoina en la
clinica de leishmaniasis cutdnea. La eficacia de estos retinoides se evaluo utilizando
el modelo experimental BALB/c//BIO susceptible a la leishmaniasis. Para ello, se
consideraron los cambios histopatologicos cutaneos con el objeto de determinar la
evolucidn de la lesion asociado a la mejoria clinica. De esta forma, se probaron los
compuestos administrandolos de manera preventiva por via oral a la dosis recomendada
farmacologicamente.

1.1)  Cambios histopatologicos cutaneos. Como se menciond en la seccion de
metodologia, posterior al sacrificio de los animales se realizaron las biopsias de piel
para llevar a cabo el estudio histopatolégico mediante tincion con hematoxilina de

Gomori, a través de la visualizacién directa por microscopia de luz.
Las caracteristicas histopatoldgicas de la leishmaniasis cutana localizada

causadas por Leishmania (Leishmania) mexicana, se registraron de acuerdo al grupo

de estudio. En general, se acepta que la leishmaniasis cutanea es polimdrfica en su
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presentacion y evolucion clinica, probablemente debido a la variabilidad en la
virulencia del parasito, al fondo genético del hospedador y a la respuesta inmunitaria,
por lo que las diferencias histopatologicas y su correlacién con la inmunopatogénesis
de la enfermedad y la virulencia de Leishmania (Leishmania) mexicana la describo de
la siguiente manera:

1.1.1) Controles sanos. Histologicamente la piel de los ratones sanos (Al) se
observo sin alteraciones en la capa epidérmica ni en el tejido conjuntivo subyacente
dérmico, el cual estaba libre de células inflamatorias y sin proyecciones por encima
de la membrana basal hacia el estrato epidérmico. Mientras que, para los animales del
grupo control sanos tratados con isotretinoina (A3) también se observé que todo el
tejido mantuvo conservada su arquitectura, pero mostré dilatacion de los vasos
sanguineos y linfaticos sin extravasacion celular. Representados en la Figura 1l como
Al y A3 respectivamente.

1.1.2) Controles infectados. Diversos cambios epidérmicos pueden observarse
en las lesiones cutaneas de leishmaniasis activa; asi la piel de ratones infectados (A2)
mostr6 en la epidermis hiperqueratosis difusa y - acantosis, infiltrado
predominantemente macrofagico vacuolados con parasitos por debajo del epitelio, y en
dermis profunda histiocitos, linfocitos y diversos plasmocitos. Representados en la
Figura Il como A2 respectivamente.

1.1.3) Tratamiento preventivo con -caroteno. En el estudio histoldgico de este
grupo experimental de ratones infectados al dia siguiente (B5) o a la semana siguiente
(B6) de finalizado el tratamiento con B-caroteno, los tejidos cutaneos presentaron en
su epidermis hiperqueratosis difusa y acantosis, presentandose por debajo de la
epidermis macrofagos activados (vacuolados) con parasitos en su citoplasma y restos
antigénicos, mientras que en la dermis profunda se identifico un infiltrado celular denso
y difuso con predominio mononuclear y presencia de célulasplasmaticas e histiocitos
con estructuras puntiformes basofilicas en su citoplasma, compatible con parasitos, que
formaron granulomas epiteloides desorganizados. Representados en la Figura 111 como

B5 y B6 respectivamente.
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1.1.4) Tratamiento preventivo con vitamina A. cuando se analizd los cortes de
piel de los ratones tratados durante quince dias con vitamina A y posteriormente
infectados al dia siguiente (B3) y a la semana siguiente (B4), se observo en la epidermis
hiperqueratosis ortoquerat6tica y acantosis, en el caso de la dermis un infiltrado
dérmico con macrofagos activados (vacuolados) con parasitos en su citoplasma y restos
antigénicos, generando atrofia dérmica; mientras que en la dermis profunda se
identifico la presencia de células mononucleares y células plasmaticas. Representados
en la Figura IV como B3 y B4 respectivamente.

1.1.5) Tratamiento preventivo con isotretinoina. El estudio histopatoldgico de
los ratones tratados preventivamente con 1 uM de isotretinoina (B1) determind que
los tejidos de los ratones infectados al dia siguiente de finalizado el tratamiento,
presentaron hiperqueratosis sin otras alteraciones epidérmicas; en la dermis un
infiltrado difuso mononuclear, es decir, con presencia de histiocitos, células
plasmaticas y linfocitos. Representados en la Figura 5 como B1. Por el contrario, los
tejidos de los ratones infectados a los ocho dias siguientes de finalizado el tratamiento
con isotretinoina (B2) presentaron un escaso infiltrado inflamatorio dérmico con
células desgranulando en presencia de abundantes fibroblastos con evidente fibrosis
dérmica, consistente con un proceso de cicatrizacion y reparacion de dafio tisular
asociado a procesos inflamatorios. Representados en la Figura VV como B2.

1.2)  Presencia de amastigotes y antigenos de Leishmania (Leishmania)
mexicana en lesiones cutaneas de ratones tratados con retinoides. La deteccion de
restos antigénicos en el tejido permitié determinar la actividad antiparasitaria de los
retinoides administrados oralmente sobre la forma amastigote intracelular in vivo.

1.2.1) Ratones sanos. La técnica de inmunoperoxidasa indirecta realizada en
muestras de piel de los ratones sanos (Al) demuestra ausencia de inmunoreactividad
inespecifica al anticuerpo anti-Leishmania, ni actividad de peroxidasa intrinseca. En
los tejidos de los ratones sanos tratados con isotretinoina (A3), la inmunoreactividad
también fue negativa (Figura Il; imagen Al y A3).

1.2.2) Ratones infectados. Los tejidos obtenidos de los ratones del grupo control

infectado con Leishmania (Leishmania) mexicana presentaron inmunoreactividad al
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anticuerpo anti-Leishmania, observadndose abundantes amastigotes dérmicos junto a
una intensa reaccion extracelular que indica la presencia de antigenos parasitarios, 1o
cual es compatible con leishmaniasis activa (Figura Il; imagen A2).

1.2.3) Tratamiento preventivo. Los animales tratados preventivamente con 3-
caroteno e infectados al dia siguiente (B5) o a la semana siguiente (B6) de finalizado
el tratamiento, a pesar de que mostraron una disminucion en el tamafio de las lesiones
de mas del 50%, dicha mejoria no fue dependiente de la ausencia de antigenos del
parasito, pues como se observa en las imagenes B5 y B6 de la Figura Ill, la reactividad
antigénica estaba presente en toda la dermis e incluso a nivel de la epidermis
descamativa. En los ratones tratados preventivamente con vitamina A e infectados al
dia siguiente (B3) o a la semana siguiente (B4) de finalizado el tratamiento, tampoco
se evidencio que la carga parasitaria desapareciera, aun cuando las lesiones fueron
destacadamente de menor tamafio que el control de infeccion (Figura Il; imagen
Al), la reactividad antigénica igualmente tenia una distribucién a lo largo de toda la
dermis (Figura 1V; imagen B3 y B4). En los ratones que fueron tratados con
isotretinoina e infectados al dia siguiente (B1) también se observo presencia de
antigenos parasitarios en zonas restringidas de la dermis profunda, precisamente por
debajo del infiltrado inflamatorio. Por el contrario, de manera llamativa, se destaca que
en los tejidos de ratones tratados preventivamente con isotretinoina e infectados una
semana post-tratamiento (B2) no se evidencio presencia de antigenos o parasitos de
Leishmania. (Figura V; imagen B2), siendo la reaccién de inmunoperoxidasa anti-

Leishmania similar a la observada en los controles sanos no infectados y sanos tratados.
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Figura Il. Histopatologia de la piel de ratones sanos sin tratamiento (Al),
infectados sin tratamiento (A2)y sanos tratados con isotretinoina por 15 dias

continuos (A3).

Nota. Hiperqueratosis difusa y acantosis (punta de flecha roja), debajo del epitelio

macrdfagos vacuolados con parasitos (flecha roja) y en dermis profunda histiocitos,
linfocitos y diversos plasmocitos formando granulomas.
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Figura I11. Histopatologia de tejidos cutaneos provenientes de ratones tratados
preventivamente por 15 dias continuos con S-caroteno e infectados con Leishmania
(Leishmania) mexicana al siguiente dia postratamiento (B5); y ratones tratados

preventivamente por 15 dias continuos con S-caroteno e infectados con Leishmania

(Leishmania) mexicana al 8vo dia postratamiento (B6).

Nota. Hiperqueratosis (punta de flechanegra) en B5 y B6. Infiltrado difuso
mononuclear formando granulomas (punta de flecha roja) en B5 y B6. Objetivo de
40x y 100x.
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Figura IV. Histopatologia de tejidos cutaneos provenientes de ratones tratados
preventivamente por 15 dias continuos con vitamina A e infectados con Leishmania
(Leishmania) mexicana al siguiente dia postratamiento (B3) y de ratones tratados
preventivamente por 15 dias continuos con vitamina A e infectados con Leishmania
(Leishmania) mexicana al 8vo dia postratamiento (B4).

Nota. Hiperqueratosis ortoqueratotica (punta de flecha negra) en B3. Infiltrado difuso
mononuclear formando granulomas (punta de flecha roja) en B3 y B4, Atrofia
epidérmica (flecha roja) en B4. Objetivo de 40x y 100x
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Figura V. Histopatologia de tejidos cutdneos provenientes de ratones tratados
preventivamente con isotretinoina por 15 dias continuos e infectados con Leishmania
(Leishmania) mexicana al siguiente dia postratamiento (B1) y ratones tratados
preventivamente con isotretinoina por 15 dias continuos e infectados con Leishmania
(Leishmania)mexicana al 8vo dia postratamiento (B2).

33 7
L

Nota. Hiperqueratosis (punta de flecha negra). En dermis un Infiltrado difuso
mononuclear formando granulomas (punta de flecha roja) en B1l. Fibroblastos y
fibrosis dérmica (flecha azul) en B2. Objetivo de 40x y100x.

53



Discusién

La leishmaniasis en una enfermedad cuya incidencia ha aumentado en los
ultimos afos, hasta en un 500%, segin la OMS, ademas consideran a esta enfermedad
como unade las prioritarias en su Programa Especial de Investigacién y Entrenamiento
sobre Enfermedades Tropicales, de igual forma se clasificd en la categoria | de las
enfermedades infecciosas, que son las que se encuentran en situacion emergente
incontrolada (WHO Report, 2008). La leishmaniasis cutanea, es la presentacion clinica
de una de las enfermedades parasitarias responsable de los méas altos indices de
morbilidad y mortalidad a nivel mundial, razén por la cual en esta investigacion se
presentan esfuerzos centrados en el desarrollo de una estrategia encaminada a la
implementacion de una inmunoterapia que mejore los tratamientos existentes,
promoviéndose de este modo una alternativa terapéutica eficaz, econémica y mas

segura para la poblacién afectada (Sanchez et al., 2004).

Existe una amplia variacion en la respuesta a los diversos intentos terapéuticos.
Se ha logrado el desarrollo de una inmunoterapia que apartir del afio 1986 ha ido
reemplazando progresivamente el tratamiento tradicional con antimoniales. En la
actualidad mas del 90% de los casos son tratados con inmunoterapia (Soto y Soto,
2006). En una investigacion sobre inmunoterapia de la leishmaniasis cutanea
americana (LCA), con un estudio aleatorio en 94 pacientes en el que se compard
una vacuna que combina promastigotes de Leishmania muertos por autoclave con
una suspension de bacilos de Calmette-Guerin (BCG) vivo, con un régimen estandar
de quimioterapia antimonial (meglumine antimoniato). Se administraron tres vacunas
en un periodo de 32 semanas, y se obtuvieron resultados de curacion similares (94%)
al antimonial. Los efectos secundarios del grupo vacunado fueron escasos y discretos
(5,8%), mientras que en el grupo tratado con quimioterapia fueron muy frecuentes
(52,4%) y en algunos casos severos. Como resultado de esta experiencia inicial,
concluyeron que la inmunoterapia era una alternativa de bajo riesgo y bajo costo, para
el tratamiento de la LCA (Convit et al., 1996).
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Hay que tener en cuenta que los fArmacos con los que se cuenta en la actualidad
para el control de la leishmaniasis presentan diversos inconvenientes como son: inducir
la aparicion de cepas de parasitos resistentes [Leishmania (leishmania) amazonensis,
Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania) donovani, Leishmania
(Leishmania) infantum, Leishmania (Viannia) panamensis] a los medicamentos
utilizados como tratamiento; poseer elevada toxicidad generando efectos secundarios
adversos como reacciones de hipersensibilidad con erupciones cutaneas, nauseas y
vomitos, cefaleas, dolor abdominal, fiebre, mialgias y artralgias. Otros méas graves son
las alteraciones electrocardiograficas, elevacion de las transaminasas, pancreatitis y
neuropatia periférica, debido a los esquemas prolongados y vias de administracion, y

ser de altos costos asociados (Domingo, 2004).

Tratando de aportar una solucion que ayude a entender los mecanismos
implicados en la resistencia o susceptibilidad natural a la infeccion cutanea por
Leishmania (Leishmania) mexicana, se hace relevante el disefio y desarrollo de
intervenciones terapéuticas eficaces y seguras, que contemplen la inmunomodulacion,
con el objeto de potenciar y favorecer la actividad antiparasitaria de los componentes
de la respuesta inmunitaria, promoviendo los mecanismos naturales de defensa del
hospedero. Es alli donde las investigaciones realizadas en el modelo murido, permiten
esclarecer los posibles mecanismos celulares implicados en el control de este patdgeno
intracelular, como una base importante de conocimiento para generar una respuesta

Inmunitaria protectora o que cause el menor dafio tisular al individuo infectado.

Existe diferentes patrones de respuesta inmunitaria (Thly Th2), y su papel en el
desarrollo de enfermedades es antagonico. La relacion Th1l/Th2 va a determinar el
curso de la enfermedad. La activacion de Thl se relaciona con la resistencia a la
infeccion (Reviédkina y Panizo, 2001). En contraste, los ratones susceptibles (BALB/c),
desarrollan una respuesta Th2 frente la infeccion. Los linfocitos T CD4+ de los ratones
BALB/c producen ARN mensajero (ARNm) de IL4 en respuesta al antigeno LACK

de Leishmania (homologo del receptor de la Kinasa C activada). IL4 regula
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negativamente la expresion de IL12, citoquina importante en la induccion de la
expansion de la respuesta Thl. En consecuencia se inhiben los mecanismos efectores
dependientes de estas células y se favorece la expansion de los linfocitos Th2. La
capacidad del sistema inmunitario de derivar hacia una respuesta tipo Thlestd mediada
por la produccion de IL12 (Cortés, 2011). El fallo en la produccion de 1L12 puede
estar mediado por mas de una sefial, entre ellas la baja produccion de IL4 por parte
de la APC, lo que conlleva a que la respuesta inmunitaria se polarice hacia Th2.
También se ha descrito que I1L10 suprime la expresion de la IL12 desactivando la
accion leishmanicida de los macrdfagos (Cortés, 2011).

Con el fin de abordar dicha problematica, el proposito de la presente
investigacion se encamind a evaluar la actividad anti-leishmanial y establecer la
efectividad clinica preventiva, de los retinoides (p -caroteno, vitamina A e
isotretinoina) en el modelo experimental marido de susceptibilidad BALB/c//BIO,
aportando de este modo informacion para un primer acercamiento de la actividad
bioldgica terapéutica de estos compuestos en la leishmaniasis cutanea causada por

Leishmania(Leishmania) mexicana.

Los retinoides al poseer propiedades antinflamatorias e inmunomoduladoras
deben ser considerados en la terapia para leishmaniasis cutanea. Teniendo relacion en
la respuesta inmunitaria por parte de los modelos muaridos generando un cambio de
respuesta de tipo Th2 hacia Thl debido a su capacidad de diferenciacién celular,
promoviendo asi un mecanismo de defensa anti-leishmanial, lo que hace relevante la
investigacion de terapias eficaces y seguras para potenciar los componentes de la

respuesta inmunitaria.

La leishmaniasis cuténea al ser una enfermedad endémica y al ser su tratamiento
de primera linea los antimoniales, siendo estos de alta toxicidad y de altos costos, el
propdsito de la presente investigacion se encamino a la evaluacion del efecto anti-

leishmanial del tratamiento con retinoides en ratones BALB/c//BIO infectados
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experimentalmente con Leishmania (Leishmania) mexicana, para ello se aplico
tratamiento  preventivo por 15 dias continuos con p-caroteno, Vitamina A e
Isotretinoina por via oral, posteriormente inoculando a los modelos muridos un dia o
8 dias luego de finalizado el tratamiento, con Leishmania(Leishmania) mexicana por
via subcutanea, seguidamente del estudio histopatolégico a través la técnica de
inmunoperoxidasa indirecta y asi detectar la presencia de amastigotes y antigenos de
Leishmania (Leishmania) mexicana, para finalmente efectuar la coloracién por
contraste con Hematoxilina de Gomori para observar la patologia de los tejidos
cutaneos. Considerando, entonces, a los retinoides como posible tratamiento para
lesiones tisulares causadas por Leishmania (Leishmania) mexicana debido a su
capacidad de inmunoregular un amplio espectro de sistemas biologicos,

particularmente el sistema inmunitario a nivel cutaneo.

Debido a la ausencia de reportes previos sobre la evaluacion de la actividad
inmunomoduladora in vivo de los retinoides sobre Leishmania (Leishmania) mexicana,
en el presente estudio se obtienen resultados inéditos donde se revela que los retinoides
no presentan un efecto anti-leishmanial, excepto cuando se indujo la infeccion una
semana después del tratamiento preventivo con isotretinoina, donde histolégicamente
no se presencio parasitos ni sus antigenos en el tejido, lo que conlleva a concluir que
la isotretinoina puede afectar la respuesta inmunitaria innata previniendo el desarrollo

de la enfermedad.

Los carotenos conocidos también como provitamina A estan ampliamente
distribuidos en la mayoria de los vegetales y son convertidos en vitamina A mediante
reacciones enzimaticas que tienen lugar en la mucosa intestinal y en el higado: asi el
[-caroteno se escinde por su centro y rinde dos moléculas de retinol luego a través de
un proceso metabdlico se genera su principal metabolito el acido retinoico y uno de sus
esteroisomeros el acido 13-cis retinoico o isotretinoina (13cAR) constituyentes
normales del suero necesario para distintas funciones biologicas (Allende, 1997). Por

lo tanto, se sugiere que aunque los carotenos (vitamina A y el B-caroteno)
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metabolicamente dardn origen a retinoides biol6gicamente activos como
antinflamatorios, no se administré durante tiempo suficiente o0 a concentracién
apropiada, para que luego de su metabolismo se alcanzara una concentracion

biol6gicamente activa de retinoides que ocupen el 100% de los receptores.

Con referencia a los resultados clinico-histopatoldgico, en este trabajo se
encontrd que los datos relacionados con presencia de abundantes amastigotes se
relacionaba positivamente con el tamafo de la lesion, pudiéndose interpretar que el
tiempo de evolucién y tamafio de la lesion era dependiente del tiempo en el que se
administré el retinoide, siendo la terapia preventiva con isotretinoina la que retardaba
efectivamente la parasitosis y que a su vez se correlacionaba con la ausencia de cambios

histopatoldgicos y necrosis tisular.

Aportando de este modo informacion para un primer acercamiento de la actividad
bioldgica terapéutica de estos compuestos en la leishmaniasis cutanea causada por
Leishmania (Leishmania) mexicana. Es bien sabido que la Unica funcién reconocida
por los carotenoides es la capacidad de convertirse en retinol (funcién provitaminica-
A). Estos incluyen una gran familia de moléculas solubles en grasa destacadas por su
accion antioxidante. Sin embargo, ademas de su efecto antioxidante, también ejercen
un efecto antiinflamatorio, desempefiando un papel importante en la prevencion de
complicaciones cardiovasculares (Ucci et al., 2019). Durante los ultimos afos, las
pruebas epidemioldgicas apoyan un efecto protector de los carotenoides. La suposicion
de que nutrientes antioxidantes (B-caroteno) pueden ejercer funcion preventiva frente
al cancer, enfermedades cardiovasculares, cataratas y degeneracion macular senil, se
basa en pruebas experimentales que sugieren que estos compuestos funcionan como
antioxidantes, moduladores de la respuesta inmunitaria, y modificadores de procesos
inflamatorios (Begofia, Granado y Blanco, 2001). Otros estudios han reportado que su
relacion es mas eficiente en la proteccion del riesgo de cancer en piel como
consecuencia de la radiacion ultravioleta (UV). Actuando como agente fotoprotector

que bloquea las reacciones fotoquimicas en la epidermis las cuales involucran al
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oxigeno y a radicales de oxigeno generados por la exposicion a la radiacion UV
(Carranco, Calvo y Pérez, 2011).

Los mecanismos por los cuales los carotenoides regulan la respuesta inmunitaria
en gran medida no estan claros, a pesar de ello se ha informado que -caroteno y otros
carotenoides poseen actividades inmunomoduladoras en humanos y animales. Estos
carotenoides mejoran la blastogénesis de los linfocitos, aumentan la poblacion de
subconjuntos de linfocitos especificos, aumentan la actividad citotéxica de los
linfocitosy estimulan la produccién de diversas citoquinas, por esto, la accion
inmunoestimuladora de los carotenoides puede traducirse en una mejor salud (Chew,
1993).

La erupcion polimorfa luminica es la mas comun de las fotodermatosis, en los
paises no tropicales se caracteriza por la presencia de papulas eritematosas,
pruriginosas, asi como vesiculas, placas, o lesiones que semejan piquetes de insecto o
del tipo de eritema multiforme. Histoldgicamente existen cambios que incluyen
acantosis, paraqueratosis, edema de la dermis papilar, acompafado en las lesiones
tempranas de un infiltrado linfocitario de predominio perivascular superficial, y en las
lesiones tardias, el infiltrado también se dispone en la dermis profunda (Saeb, Cortés,
Vega, Hojyo, Guevara y Dominguez, 1999). Resultando similar al presente estudio
donde se manifiesta hiperplasia pseudoepiteliomatosa e infiltrado inflamatorio denso
y difuso en epidermis y dermis formando granulomas epiteloides (células
polimorfonucleares), para lo cual se han intentado tratamientos con respuesta variable,
entre estos el B-caroteno (Saeb et al., 1999) el cual presenta diversas controversias, pero
a pesar de esto (Cui, Su, Qibo, Xiaojun, 2012) mostraron que el tratamiento con -
caroteno puede mejorar la funcion inmunitaria. Ademas, estudios epidemioldgicos
sugieren que el B-caroteno puede modular el riesgo de céncer. Varios estudios
informaron que el B-caroteno inhibe el crecimiento de las células cancerosas por
induccidén de apoptosis en células en proliferacion (Briviba, Schnébele, Schwertle,
Blockhaus, y Rechkemmer, 2001).
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Conociendo que los retinoides han adquirido la condicion de farmaco
indispensable debido a la observacion de resultados efectivos en un alto nimero de
procesos cutaneos y por las innovaciones que se han realizado tanto en su estructura
como en su formulacion. En la actualidad su efectividad y seguridad esta bien
establecida, tanto en formulaciones topicas como sistémicas, en acné, psoriasis y
fotoenvejecimiento. En los ultimos afios se han descrito nuevas indicaciones de los
retinoides en dermatologia entre las que caben destacar su uso en el tratamiento del
cancer cutaneo, cuyo espectro de accion se explica por la diversidad biolégica de
actividades farmacoldgicas que tienen los retinoides Estas acciones incluyen la
inmunomodulacion, la quimioprevencion del céancer, el melanotropismo, la
estimulacion del crecimiento, el mantenimiento y la diferenciacion epitelial, la
morfogenesis, la actividad antinflamatoria y sebolitica, el antagonismo de los
corticosteroides, la sintesis de la matriz dérmica y la estimulacion de la angiogénesis.
De esta manera, los retinoides tienen indicacion en multiples procesos
dermatoldgicos entre los que procede destacar el acné, la psoriasis, las cicatrices
hipertréficas, la rosacea, las alteraciones cronicas hiperquerataticas, las alteraciones de
la queratinizacion de las mucosas, las neoplasias incluyendo los linfomas cutaneos

(Fernandez y Armario, 2003).

La isotretinoina es un retinoide sintético considerado como la Unica terapia que
produce una tasa de curacion del 70% y afecta los cuatro factores patogenicos
involucrados en el acné: reduce la produccion de sebo, el tamafio de la glandula
sebdcea en un 90%, inhibe ladiferenciacion terminal del sebocito y tiene accion
antinflamatoria. Tiene la capacidad de aumentar la mitosis de las células epidérmicas
y su recambio, produciendo una capa de células corneas menos cohesiva que se
descama con mayor facilidad (accion queratolitica). Por estas razones la isotretinoina
ha sido de preferencia entre uno de los farmacos a administrar en el presente estudio.

Sorprendentemente el uso de retinoides in vivo no fue anti-leishmanial en este

modelo experimental, a excepcion del caso cuando se indujo la infeccion una semana
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después de finalizado el tratamiento preventivo con isotretinoina, donde
histolégicamente no se evidencio presencia de parasitos ni sus antigenos en el tejido.
Pero tomando en conjunto los resultados clinicos, se demuestra que la isotretinoina, la
vitamina A y el B-caroteno tienen un efecto que aunque no es antiparasitario, Si
previene el desarrollo de la enfermedad, lo que implica que estos compuestos afectan
principalmente la respuesta inmunitaria innata, la cual se ve potenciada particularmente
en los animales tratados preventivamente con isotretinoina, lo que sugiere que la
capacidad de los retinoides para inducir la fortificacién de la respuesta innata del
hospedador tratado preventivamente constituye una forma importante de prevenir el
desarrollo de la leishmaniasis cutanea y probablemente otras enfermedades severas.
Asi, en el caso de los tejidos tratados con isotretinoina de manera preventiva se
evidenciaron cambios leves en la arquitectura del tejido infectado, los cuales se
asociaron claramente con la presencia de células cebadas, conocidas como promotoras
de procesos de cicatrizacion tisular, relacionandose su presencia con el
restablecimiento favorable de la morfologia tisular, y la restriccion del crecimiento del
agente patdgeno en la zona de inoculacion, evento relacionado a nivel macroscopico

también con la ausencia clinica de lesion.

Los retinoides luego de ser ingeridos se metabolizan a nivel del intestino delgado
transformandose intracelularmente, se unen a receptores nucleares (RAR) y los
receptores X de retinoides (RXR) (Allende, 1997). Los RAR se expresan casi
exclusivamente a nivel cutdneo y son capaces de reconocer a todos los isdbmeros
naturales del &cido retinoico. Existen 3 isoformas: RAR-a (exclusivo de la capa
germinativa de la epidermis y relacionado con la proliferacion de queratinocitos),
RAR-B (inducido por el &cido retinoico) y RAR-y (se expresa en epidermis y se
relaciona con la diferenciacién de queratinocitos). Los RXR también tienen 3
isoformas (alfa, beta y gamma) estos pueden unirse activamente a elementos de
respuesta de acido retinoico (RARES) y estos complejos transactivarian mas
eficazmente los promotores inducibles que los homodimeros de esos receptores que

finalmente actlan sobre dianas gendémicas de elementos de respuesta de retinoides
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involucrados en la respuesta inmunitaria, lo que le otorga a los retinoides la capacidad
de constituirse como un profarmaco inmunoterapéutico particularmente de la respuesta
innata (Allende, 1997).

Para entender estos resultados inéditos, es importante recordar que los retinoides
tienen actividad intracrina porque su transformacién es intracelular y su funcion
bioldgica es ejercida cuando se activan sus receptores nucleares especificos, como son
los receptores de acido retinoico y los receptores X de retinoides, que finalmente actian
sobre dianas gendmicas de elementos de respuesta de retinoides (Crowe y
Chandraratna, 2004). A diferencia de otros productos quimicos naturales actualmente
en estudio, los retinoides han sido ampliamente probados en humanos. Méas de 30 afios
de investigacion clinica intensiva con el objetivo de aprovechar los potentes efectos

anticancerigenos de los retinoides.

Diversas enfermedades dermatoldgicas infecciosas, inflamatorias y autoinmunes
COmo acne, rosacea, psoriasis, dermatitis atépica, lupus eritematoso sistémico (LES),
micosis fungoide, candidiasis, piodermias, virosis cutaneas, cancer, por mencionar
algunas, han establecido claramente que influyen y activan receptores de
reconocimiento de patrones moleculares (PRR) como son los receptores Toll (TLR)
para inducir la respuesta inmunitaria innata; entonces, siendo las células cutaneas, la
primera barrera de defensa que favorece la respuesta inmunitaria innata, a traves de la
expresion de receptores Toll, su regulacion con los receptores para retinoides, abre el
camino para el desarrollo de nuevas lineas terapéuticas que permitan que a través de
los retinoides, se activen cascadas de sefializacion, incluyendo la del factor nuclear
(NFkB), para inducir la produccion de citoquinas, quimioquinas, péptidos
antimicrobianos y aumento en la expresion de las moléculas de adhesion, todos
elementos funcionales que potencian la respuesta innata y adaptativa anti-Leishmania

(Martinez, Berzunza, y Becker, 2008).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones.

Basado en los resultados inéditos aportados en la presente investigacién, los
retinoides no tienen un efecto anti-leishmanial excepto cuando se indujo la infeccién
una semana después del tratamiento preventivo con isotretinoina, lo que sugiere que la
isotretinoina pudiera ser potenciadora de la respuesta inmunitaria innata favoreciendo
la actividad antiparasitaria. Siendo, entonces la isotretinoina, un retinoide con opcion
para la terapia eficaz, econdmica y segura de la poblacion afectada, por lesiones

tisulares causadas por Leishmania sp.

Recomendaciones
1. Debido a la poca disponibilidad de trabajos previos sobre el evento de estudio
de esta investigacion, se recomienda divulgar estosresultados para que estén
disponibles durante el proceso de sustentacién de investigaciones a fines.
2. Evaluar la dosis adecuada del B-caroteno y Vitamina A para obtener un efecto

antiparasitario eficaz.
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