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RESUMEN.

En el presente estudio, 1x10° promastigotos de Leishamania braziliensi
(MAMU- 93) y L. mexicana(574) ( aislado de referencia internacional),
fueron inyectadas por la via intradermal en la region plantar de los tarsos
posteriores de dos grupos de ratones BALB/c, con el fin de conocer la
respuesta celular y la activacion de las células epidermales de Langerhans
(CL) en el sitio de la inoculacion de estos parasitos. Cambios morfoldgicos
en los promastigotos de L. braziliensis fueron detectados en los frotis de
las muestras de piel coloreadas con Giemsa. Estos parasitos mostraron
forma ovoide, algunos con un corto flagelo entre los 30 minutos (min) y 1
hora (h) post inyeccion (pi). Estas muestras también mostraron células
inflamatorias tales como, macréfagos normales (McN) (28,0% y 68,25%) a
los 30 min y 6 semanas (sem) pi respectivamente, macrofagos activados
(McA) (74,3%) a los 30 min pi, neutrofilos (N) (31,12%) a las 5 h pi,
linfocitos (L) (3,0%) a las 3 sem pi, linfocitos degradados (LD) (3,0%) a los
2 d pi, monocitos (M) (4,33%) a los 5 d pi y monocitos activados (MA)
(31,6%) a las 5 h pi. Las secciones de piel coloreadas con Giemsa
Colofonio (GC) revelaron alteracion epidermal e infiltrado celular dermal,
compuesto principalmente por fagocitos mononucleares como macroéfagos,
linfocitos y monocitos, junto a células polimorfonucleares, asi como células
mastoides en la dermis profunda entre las 5 h y 6 sem pi. Los parasitos no
fueron detectados en la epidermis. Las improntas de piel de los ratones
BALB/c inyectados con promastigotos de L. mexicana y coloreados con
Giemsa mostraron 35,0% y 58,0% de McN a los 30 min y 6 sem pi
respectivamente, 96,0% de McA a los 5 d pi, 21,56% de N a las 2 h pi,

3,0% de eosindfilos a las 2 sem pi. Las secciones de piel coloreadas con



GC revelaron alteraciones similares a las de la piel de los ratones
inyectados con L. braziliensis. En este estudio, utilizamos la inmunotincion
con Avidina Biotina y el anticuerpo monoclonal NLDC- 145 especifico para
caracterizar las células de Langerhans (CL) epidermales murinas, en
fragmentos de 1 mm? de piel de las patas de los ratones. Los resultados
mostraron que la inyeccion de los promastigotos de L. braziliensis en la
piel, producen un incremento progresivo de las CL en el sitio de la
inyeccion de los parasitos, estadisticamente significativo (P< 0,05). La
densidad de las CL epidermales fue aumentando desde los 30 min pi con
200 + 78,66 CL/mm? alcanzando un valor maximo de 4502,7 + 632,4
CL/mm? a las 6 sem pi. En la piel inyectada con promastigotos de L.
mexicana, la densidad de las CL epidermales fue de 2903,5 + 76,5
CL/mm? a los 30 min pi y de 729,5 + 51,5 CL/mm? a las 2 sem pi. El
numero de CL fue siempre mas alto en los fragmentos de epidermis de los
ratones inyectados con Leismania, que en las epidermis de los ratones
sanos controles. Estas muestras de piel mostraron entre 275 y 89 CL/mmZ.
Los resultados de este estudio, revelaron que los promastigotos en la piel
son capaces de sobrevivir fuera de los macréfagos hasta 1 h pi. Por otro
lado, estos parasitos estimularon la proliferacion de varios tipos de células
inflamatorias como las CL presentadoras de antigeno en el sitio de
inoculacioén de los parasitos.

Palabras claves. Leishmaniasis cutanea, ratones BALB/c, L. braziliensis,

L. mexicana, Epidermis, Células de Langerhans.
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1. INTRODUCCION

La Leishmaniasis es una parasitosis comun al hombre y a ciertos
animales, caracterizada por ser transmitida por insectos hematéfagos de
los Géneros Phlebotomus y Lutzomyia en el viejo y nuevo mundo
respectivamente (Lainson y Shaw, 1987).

El termino leishmaniasis en general, se aplica a por lo menos a tres
enfermedades humanas causadas por especies de protozoarios
estrechamente relacionadas, estas enfermedades son: leishmaniasis
cutanea (LC) leishmaniasis mucosa 0 mucocutanea y leishmaniasis
visceral.

En la piel, las lesiones cutaneas se inician con la formacion de una
pequefia papula o eritema papuloso rico en parasitos e infiltrado celular,
con bordes elevados engrosados y rojizos. Al cabo de cierto tiempo las
lesiones cutaneas se ulceran y se presentan recubiertas con una capa de
material necraotico, el tejido ulcerado es costroso debido a la presencia de
una infeccion secundaria causada por bacterias.

En la mucosa las lesiones inicialmente muestran una induracion nodular
en el tabique nasal, las cuales rapidamente se ulceran dafiando el cartilago
nasal y la mucosa del lado opuesto del septo nasal se edematisa
perforandose el tabique nasal. Este tipo de lesiones pueden ademas
encontrarse en la region nasobucofarigeo, labio superior e inferior de la
boca e invadir la faringe y el paladar.

La leishmaniasis visceral produce severas alteraciones histopatoldgicas
debido a la rapida invasion por los parasitos de los tejidos viscerales,
causando la muerte del hospedador. En este tipo de enfermedad puede
formarse o no una pequefia papula en el sitio de la picadura del insecto

transmisor.
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En 1903 Leishman, Donovan y Wright descubrieron el parasito de
Leishmania a partir de muestras de biopsias de lesiones de enfermos de la
India. Posteriormente, Pessoa (1961), Lainson y Shaw (1972) reportaron
que la leishmaniasis es una enfermedad cuyo agente causal es un
protozoario parasito perteneciente a la Familia Trypanosomatidae Doflein,
1901; Clase Mastigophora Calkins, 1909; Orden Kinetoplastida Honingerg,
1963; Género Leishmania Ross, 1903.

Es un parasito digenético que puede presentarse en dos formas
diferentes en su ciclo biolégico, en forma amastigota redondeada inmévil y
sin flagelo, esta forma se encuentra dentro de las células fagociticas
mononucleares y polimorfonucleares. La otra forma del parasito es el
promastigoto, esta forma se desarrolla en el tracto digestivo del insecto
transmisor, es alargado, movil y con un flagelo anterior libre (Lainson y
Shaw, 1987).

La LC se ha descrito en casi todo el Continente Americano reportandose
casos activos desde Meéxico hasta el norte de Argentina (Aguilar y cols.,
1996).

En Venezuela la enfermedad tiene una distribucion en focos separados
geograficamente debido a las diferentes especies de Leishmania, las
cuales habitan en las zonas endémicas que se encuentran ubicadas en los
Valles del Sistema Montafioso Andino, en la depresion de Yaracuy, en
zonas boscosas de Turén y en algunas regiones de los Llanos.

Entre 1965 y 1993 se han registrado alrededor de 31.201 casos de
leishmaniasis cutdnea, con un 75% de los enfermos en los estados
Tachira, Mérida, Trujillo, Lara, Miranda y Sucre (Aguilar y cols., 1996).

La leishmaniasis cutanea en Venezuela esta asociada con varias

manifestaciones clinicas y fue primero reconocida por Iturbe y Gonzalez
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(1917), en un paciente localizado al oeste del estado Barinas. Tejera
(1919), estudié varios casos con complicaciones mucocutaneas en el
estado Trujillo y la leishmaniasis visceral fue diagnosticada por Martinez y
Ponds (1941) en nifios del estado Guarico.

Pifano (1940), describid casos cutaneos y mucosos infectados con L.
braziliensis y Scorza y cols. (1979), describen la L. garnhami como un
parasito que produce lesiones cutaneas en poblaciones cercanas a los
valles interandinos venezolanos (Valera y cols., 1978).

En la naturaleza, el ciclo bioldgico de la Leishmania se inicia cuando el
insecto transmisor hace su ingesta sanguinea sobre las lesiones cutaneas,
tanto del hombre como de otros hospedadores mamiferos infectados con
este parasito. Los amastigotos ingeridos alcanzan el tracto digestivo del
insecto donde se transforman en promastigotos y luego pasan al pro
ventriculo. Cuando el insecto transmisor infectado pica al hombre la sangre
ingerida llega al pro ventriculo, en este momento se produce el
regurgitamiento de la saliva arrastrando consigo los promastigotos hacia la
dermis, en esta region de la piel los parasitos son fagocitados y en el
citoplasma de las células fagociticas se dividen y se multiplican por fision
binaria, formandose de este modo los nidos de amastigotos (Lainson,
1983).

Lewis (1975) ha relacionado la morfologia y tamafio de las piezas
bucales de los fleb6tomos americanos, con la habilidad de estos insectos
para picar a vertebrados terrestres y particularmente a los mamiferos.

Este insecto durante la ingesta sanguinea deposita los promastigotos
en la epidermis o capas superiores de las dermis, cuando introduce su
estilete bucal a 130 nm de profundidad, nivel de donde ingiere la sangre,

de tal forma que cuando el parasito es inoculado en forma natural por los
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flebotominos, la picadura es superficial y la profundidad de la misma
dependera de la morfologia y tamafio de las piezas bucales, del nimero
de dientes maxilares, de la longitud del labrum y de la estructura de la
hipofaringe, causando una pequefia papula en el sitio de la picadura. La
penetracion del estilete bucal en la piel conduce a la formacién de un
surco desde la epidermis hasta la dermis (Carnevali y Scorza, 1982)

El depdsito de los promastigotos en la piel establece una estrecha
relacion con los componentes celulares del sistema inmune cutaneo, el
cual comprende las células dendriticas cutaneas llamadas células de
Langerhans epidermales, los linfocitos - T dendriticos epidérmicos, las
células veladas de los vasos linfaticos aferentes cutaneos, los
gueratinocitos, los macréfagos tisulares, la unidad perivascular que
incluye a las células endoteliales vasculares y linfaticas, pericitos
vasculares, mastocitos, dendrocitos dermales y las células interdigitantes
y dendriticas foliculares de los ganglios linfaticos adyacentes (Bos, 1986).

Estos componentes celulares participan en los mecanismos
inmunorreguladores asociados con la leishamaniasis cutanea humana vy
experimental, produciéndose una cascada de eventos asociados con la
epidermis y relacionados con la liberacibn de citocinas, migracion
linfocitaria y la subsecuente expresion de sefiales accesorias (Bos y
Kapsenbergh, 1986; Streilein y cols., 1989; Schuler y Steiman, 1985).

Asi como la piel es la principal barrera fisica del hospedador también
forma parte importante del sistema inmune y es el sitio de las complejas
respuestas celular y humoral durante una infeccion por Leishmania Sp
(Moll, 1993).

Las capas que la conforman, la epidermis y la dermis se encuentran

separadas por una membrana basal. Cada una de estas capas contienen
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una poblacion de células las cuales desempefnan papeles activos durante
el desarrollo de la infeccion.

En la epidermis se encuentran localizadas las células de Langerhans, los
queratinocitos y los linfocitos - T epidérmicos, mientras que en la dermis se
localizan tanto macréfagos como linfocitos - T (Sprecher y Becker, 1991).

En estas regiones el contacto entre los parasitos y las células cutaneas
promueve una respuesta inmune, tanto en la piel de los humanos como en
la de los animales mamiferos experimentalmente infectados con
Leishmania sp, produciéndose la alteracion tisular debido a la presencia de
los parasitos (Tapia y cols., 1993).

Esta alteracion promueve la activacion de las células dendriticas
presentadoras de antigeno, las cuales constituyen un grupo heterogéneo
de células, cuya funcién principal es la de capturar y procesar antigenos
para luego ser presentados a los linfocitos - T y asi desencadenar la
respuesta inmunologica y la produccion de las sefiales accesorias tales
como: la expresion de moléculas MHC-II por parte de las células de
Langerhans y la expresion de moléculas de adhesion intracelular ICAM-I
por los queratinocitos (Moll y cols., 1993; Sanchez y cols., 1993).

La leishamaniasis cutanea esta asociada con una reaccion inflamatoria
local, la cual conduce a la activacion de las células de Langerhans y de los
gueratinocitos y a la migracion de los linfocitos T hacia la epidermis para
procesar el antigeno, toda esta acumulacién de células y de moléculas en
la dermis genera una respuesta TH1 que conlleva al desarrollo de la
infeccion y a la formacién de la lesion cutanea (Martinez y cols., 1991;
Magalhanes y cols., 1986).

Las células de Langerhans son un tipo de células dendriticas

presentadoras de antigeno derivadas de la médula 6sea y se localizan en
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la epidermis. Representan el 1 % de las células de la epidermis y cubren el
25% de la superficie cutanea debido a sus largos procesos dendriticos y a
su orientacion horizontal, forman una red casi continua que les permite
captar los antigenos que penetran a través de la piel. Estas células fueron
descubiertas por Paul Langerhans en 1868 y presentan caracteristicas
morfoldgicas semejantes a una heurona, Se reconocen por unas
estructuras citoplasmaticas denominadas granulos de Birbeck.

En la epidermis las células de Langerhans presentan dos fases de
diferenciacion, las células inmaduras que capturan y procesan el antigeno
en la epidermis migrando hacia los nédulos linfaticos y las células maduras
las cuales son eficientes estimuladores de los linfocitos T especificos para
el antigeno que se encuentra en los nodulos linfaticos (Sprecher y Becker,
1991).

El establecimiento de una infeccion por Leishmania sp, requiere de la
participacion de las células presentadoras de antigeno epidermales, siendo
las células de Langerhans las que migran desde la epidermis hacia el sitio
de infeccion en la dermis, alli capturan y transportan el antigeno por via
linfatica hacia los nédulos linfaticos para presentarlos a los linfocitos - T. (
Moll y cols., 1993 Sanchez y cols., 1993).

La activacion de las células de Langerhans contribuye con la produccién
de monoquinas, las cuales ayudan a inducir la migraciéon de los linfocitos -
T epidermotrépicos, a la induccion de la produccién de interleucinas IL-I, IL-
6 y IL-8, el factor de necrosis tumoral TNF a y 3, factor de estimulacion de
colonias de macrofagos (GM-CSF), lo que conduce al desarrollo de la
infeccion y por ende a la formacion de la lesion cutanea (Moll y cols., 1993;
Sanchez y cols., 1993; Nickoloff y cols., 1988; Caceres y cols., 1992;
Dustin y cols., 1989; 1983; Nickoloff y cols., 1988).

15



El curso de la infeccidon por Leishmania Sp tanto en humanos como en
otros mamiferos, puede verse afectado por la respuesta inmune del
hospedador, por la virulencia del parasito o por ambos factores (Miller y
cols., 1989; Sprecher y cols., 1991).

En este sentido algunos estudios inmunoldgicos, bioquimicos e
histopatolégicos han sido utilizados tanto en humanos, en modelos
experimentales y en estudios in vitro, con el fin de dilucidar la influencia de
estos factores sobre la infeccion cutanea (Countinho-Abath y Coelho, 1965;
Wilson y cols., 1979; Grimaldi y cols., 1980; Alexander, 1981).

El seguimiento parasitoldgicos en la deteccion de Leishmanias en las
lesiones cutaneas y en otros tejidos, se ha llevado a cabo sobre la base de
la observacion del parasito, por el examen directo de frotis o aspirado de
las lesiones, asi como también mediante la observacion de las secciones
histologicas de las lesiones coloreadas por técnicas convencionales.

El uso de técnicas inmunocitoquimicas y anticuerpos monoclonales han
permitido la localizacion de los antigenos especificos y la caracterizacion
de las diferentes células involucradas en la respuesta inmune de varios
desérdenes cutaneos, las cuales ademas de contribuir con la informacion
debida a la presencia del parasito, participan en la dinamica de formacion
del granuloma leishmanico (Sells y Burton, 1981; Salinas y cols., 1989).

En una infeccion por Leishmania el resultado de la interaccion entre los
fagocitos mononucleares y los parasitos determina el curso de la infeccion
y dependiendo de las caracteristicas de esa interaccion, la entrada y
sobrevivencia del parasito en la célula hospedadora determinara la
susceptibilidad o resistencia a la infeccion (Wright y Silvertein, 1984).

Robledo y cols, (1994) al realizar un estudio sobre la interaccién entre

los parasitos y el hospedador, consideraron a la via de fijacion de
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complemento y al papel de los receptores del complemento en la infeccidon
de monocitos humanos, como la via clasica o facilitadora de la entrada del
pardsito, sin que ocurriera la produccion de intermediarios de oxigeno
durante la interaccion receptor- parasito.

Otros estudios experimentales han revelado diversos mecanismos, para
explicar la adherencia y fagocitosis de los promastigotos de Leishmania
por las células mononucleares, determinandose que para que ocurra la
internalizacion de los parasitos, se requiere de la participacion de
mecanismos, que permitan la union directa de los parasitos con la
membrana de la célula hospedadora (Mosser y Edelson 1985; Wilson vy
cols., 1988).

Tomando en consideracibn las investigaciones anteriormente
mencionadas, nos hemos propuesto realizar un estudio utilizando métodos
convencionales de coloracion de tejidos y una metodologia
Inmunocitoquimica, con el fin de identificar y cuantificar el numero relativo
de los diversos tipos de células que componen el infiltrado celular en la piel
de los ratones BALB/c inoculados con L. braziliensis y L. mexicana.

Por otro lado, determinaremos la frecuencia con que se presentan las
células de Langerhans epidermales, en las muestras de epidermis
separadas del sitio de la inyeccion intradermal con los promastigotos de

ambos aislados de Leishmania.

17



2. HIPOTESIS Y OBJETIVO.
HIPOTESIS

La infeccion experimental de ratones BALB/c con promastigotos de L.
braziliensis y L. mexicana, induce el desarrollo de una respuesta celular en
la piel de estos animales, debido a la relacién que se establece entre los
parasitos y las células comprometidas en el desarrollo de la infeccion

cutanea

OBJETIVO

Reconocer en el tejido cutaneo de los ratones BALB/c
experimentalmente infectados con promastigotos de L. braziliensis y L.
mexicana, los diferentes tipos de células y la frecuencia de las células de
Langerhans presentadoras de antigeno en diferentes tiempos de la

infeccidon cutanea.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Animales experimentales
Se utilizaron un total de 48 ratones machos BALB/c de 7 semanas de
nacidos, provenientes del Bioterio de cria de la Universidad de los Andes

(BIOULA), alimentados con ratarina y agua ad libitum.
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3.2. Aislados de Leishmania
1. Aislado de Leishmania: M/HOM/Ve/93/MAMU. Los parasitos fueron
aislados a partir de muestras de biopsia de una lesidon cutanea de un
nifo de 11 afos de edad, procedente de la Aldea el Palmar, el Bordo
Mesa Bolivar, estado Mérida y mantenida en el laboratorio en el medio
de cultivo NNN.

2. L. mexicana: M/RHO/Su/P/L574. Cepa de referencia Internacional

3.3. METODOLOGIA

3.3.1. Caracterizacion del aislado de parasitos: Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR).

Las muestras de sangre periférica fueron extraidas por venipuntura al
nino MAMU, y centrifugadas a 2000 rpm durante 20 min. Las muestras de
sueros fueron almacenadas a —40°C hasta su utilizacién. 50 pL de una
suspensién de Chellex-100-iron (Bio-Rad Laboratorioes® Hercules CA), y 1
uL de 20mg/m de proteinasa K fueron agregados a 150 uL de suero.

Después de 1 hora de incubacion a 65°C, la muestra fue calentada
durante 10 min. El Chellex fue pecipitado en una centrifuga Eppendorf por
1 min. El sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo de plastico y 25 uL
fueron usados para el ensayo de PCR. Los oligoneuclotidos usados fueron
derivados de una secuencia de DNA, gen espaciador ribosomal de L.
braziliensis; 5GCAGCACAGGGAAAG'3 y 5ATGGAGAGAGGCACTAGC'3.

La mezcla de reaccion con un volumen final de 25uL fue formada por:
KCL 50 mM, Tris-HCL10 mM a pH 8.8, MgCl,1.5 mM, Triton X-1000 al 1%,
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0.2 mM de cada NTPs, 1 uL de cada primer y 1 unidad de Taq polymerasa
(Promega Corporation, Madison, Wis).

La amplificacion del DNA fue realizada en un termociclador (Perkin
Elmer Cetus, Norwalk, Conn.) programado como sigue: primer ciclo, 5 min
a 94°C; segundo ciclo, 1 min a 60°C, 1 min a 72 °C y 1 min a 94°C, este
ciclo fue repetido 10 veces. El tercer ciclo, 1 min a 60°C, 1 mina 72Cy 1
min a 93°C, este ciclo fue repetido 25 veces. El cuarto ciclo consistié de 1
min a 60°C y 5 min a 72°C.

Todas las reacciones fueron realizadas durante un periodo de dos dias
usando el mismo stock de reactivos y el mismo equipo. Los controles
consistieron de: B Globina humana la cual produce un producto de 268
pares de base (pb), controles positivos consistente de sangre humana
proveniente de pacientes con L. braziliensis y un control negativo que
contenia todos los componentes de la mezcla de reaccién sin DNA.

Un volumen de 10 uL de la muestra producto de la reaccion fue
procesado por electroforésis en geles de agarosa. Las bandas de
amplificacion del DNA fueron transferidas a filtros de nylon e hibridizadas
con digoxigenina. Esta prueba fue preparada como sigue: La amplificacion
del plasmido recombinante (pLbbrs4) conteniendo la secuencia blanco fue
realizada con los mismos primers. La banda de 126-pb amplificada de
DNA fue marcada con digoxigenina por la incorporaciéon del multiprime
dUTP-digoxigenina usando el Kit Genius (Boehringer Mannheim). Las
pruebas hibridizadas fueron detectadas por chemiluminiscencia con Lumi-
Phos 530 (Boehringer Mannheim) y el tiempo de exposicion vario entre 5y

20 min de acuerdo a las recomendaciones del producto.
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3.3.2. Preparacion del indculo de parasitos

Para la obtencion de los parasitos, los tubos de cultivo NNN identificados
como el aislado MAMU-93 de Leishmania y el aislado 574 de L. mexicana,
en los cuales estaban contenidos los promastigotos, fueron centrifugados a
2000 rpm durante 20 min a temperatura ambiente, posteriormente fueron
eliminados los sobrenadantes y los empaquetados de parasitos fueron
lavados tres veces con PBS a pH 7.2, centrifugandolos a 2000 rpm por 20
min, los empaquetados finales de parasitos fueron resuspendidos en 5uL
de PBS a pH 7.2.

Un volumen de 0.5uL de cada una de la suspenciones de parasitos fue
colocado sobre laminas portaobjeto y cubiertos con una laminilla de 22x 22
mm?, el nimero de parasitos fue cuantificado en 100 campos
microscoépicos a 400x siguiendo la técnica de Pizzi (1957) y modificada por
Brener (1961).

Una vez conocido el numeroc de parasitos se realizaron diluciones
seriadas con el fin de obtener 1000 promastigotos en 0.01 mL de solucion
de cada aislado de parasitos. Cada uno de los in6culos fueron utilizados

para la infeccion experimental de los ratones.

3.3.3. Infeccidon de los ratones con los promastigotos de cultivo

Un total de 40 ratones machos BALB/c de 7 semanas de nacidos
provenientes del Bioterio de cria de la Universidad de los Andes (BIOULA),
fueron separados en dos grupos; un grupo de 24 ratones fue inoculado con
los parasitos del aislado MAMU-93 y el otro grupo con 16 ratones fue
inoculado con el aislado 574.

Los animales de cada grupo fueron inoculados inyectandoles por via

intradermal en la region plantar de los tarsos posteriores, 0.01 mL de la
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suspencién con 10° promastigotos de cada uno de los aislados de
Leishmania, utilizando una jeringa de 1 mL con aguja de 27G x ¥ . Como

control se utilizé un grupo de 5 ratones sanos.

3.3.4. Obtencidon de las muestras de piel de los ratones inoculados

Para la obtencién de las muestras de piel, los ratones que fueron
inoculados con cada uno de los aislados de Leishmania, se sacrificaron por
sobreanestesia con cloroformo y las muestras de la piel inoculada fueron
separadas en los siguientes tiempos de post infeccién: 30 minutos (min), 2
horas (h), 5h, 2 dias (d), 5d, 2 semanas (sem), 4 semy 6 sem.

Cada fragmento de piel fue dividido en tres porciones: una porcion para
hacer los frotis de piel, otra para la preparacion de las secciones
histologicas de piel y una tercera porcion para la separacion de la
epidermis.

La piel de la regidon plantar de los tarsos posteriores de 5 ratones sanos

fue procesada de la misma manera que la de los animales inoculados.

3.3.5. Procesamiento de las muestras de piel de los ratones

inoculados con los aislados de Leishmania

3.3.5.1. Frotis de piel
e Coloracion: Giemsa, Inmunofluorecencia indirecta

Las porciones de piel completa (3.3.4) fueron frotadas sobre laminas
portaobjeto en forma circular dejando todo el tejido disperso, las
preparaciones se dejaron secar para luego fijarla con acetona y colorearlas

con Giemsa al 10% en Solucion Soérensen.
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Esta técnica permitié la observacion de los parasitos y la cuantificacion
de las células presentes en la piel en los distintos tiempos post-infeccion.

Otro grupo de laminas conteniendo los frotis de piel inoculada fueron
procesadas mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta para la

observacion de los parasitos y de restos antigénicos (punto 3.3.5.3.).

3.3.5.2. Estudio histologico en secciones de piel

Para el estudio histopatoldgico las porciones de piel separada de los
ratones a los distintos tiempos pi (3.3.4), fueron fijadas en formalina neutra
al 10% en tampon fosfato 0.1 M a pH 7.2 durante 1 dia, luego se
deshidrataron por pasajes en alcohol isopropilico al 100% durante 1h;
alcohol isopropilico + acetona 1:1 1h; acetona al 100% 1h; acetona + xilol
1:1 30 min; xilol al 100% 2h; xilol + parafina 1:1 toda la noche y luego
fueron incluidas en paraplast.

Los bloques de parafina conteniendo las muestras de piel fueron
cortados a 7 p en un microtomo American Optical Spencer. Los tejidos se
desparafinaron con pasajes sucesivos por xilol tres veces durante 15 min
cada uno y se hidrataron con pasajes sucesivos por alcohol isopropilico al
100%, 90%, 80%, 70% y agua destilada, se fijjaron con acetona y se
colorearon.

Coloracién con Giemsa Colofonio (Bray y Garham, 1962)

Las secciones de piel desparafinadas e hidratadas (3.3.5.2) se incubaron
con el colorante de Giemsa diluido 1:20 en Buffer Fosfato Potasio a pH
7.2, durante 1h. Se pasaron rapidamente por una solucion acidulada (Acido
Acético Glacial) y por agua destilada, seguidamente se clarificaron en
Colofonio y por pasajes por acetona, acetona-xilol 70:30, xilol-acetona

70:30, xilol, xilol y finalmente se cubrieron con el medio de montaje DPX y
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laminillas cubreobjetos. Las preparaciones histolégicas se dejaron secar

para la observacion en el microscopio de luz.

3.3.5.3. Estudio Inmunocitoquimico

eInmunofluorescencia indirecta (Lugo de Yarbuh y cols., 1996)

Las secciones de piel fueron desparafinadas e hidratadas siguiendo el
procedimiento descrito en el punto 3.3.5.2. y los frotis de piel de los ratones
fueron preparados segun el punto 3.3.5.1. Ambas muestras fueron fijadas
con acetona e incubadas durante 30 min con suero normal de carnero al
3% en PBS a pH 7.2 + triton 0.1% (Solucion 1), las muestras fueron
lavadas con sol. 1 por 15 min, incubadas con el antisuero anti-Leishmania
diluido 1:30 con sol.1 durante 1 h, lavadas 3 veces con PBS a pH 7.2, por 5
min, incubadas con el anticuerpo secundario anti - raton FITC-conjugado
diluido 1:300 en PBS a pH 7.2, durante 1 h, lavadas 3 veces con PBS pH
7.2, por 5 min cada uno y cubiertas con gelatina tamponada 9:1 en el
momento de la observacion en el microscopio de fluorescencia. Esta

técnica permitio la deteccion del antigeno presente en el tejido cutaneo.

3.3.5.4. Separacion Dermis- Epidermis (Tapiay cols., 1988.)

e Reaccién Avidina-Biotina

Las porciones de piel inoculada con Leishmania y obtenidas como se
explica en el punto 3.3.4. fueron sumergidas en Etilen Diamina Tetra Acido
acético (EDTA) durante 30 min a 37° C, con el fin de facilitar la separacion
dermis -epidermis.

Con ayuda de aplicadores de madera y un microscopio esteroscépico se
separaron manualmente los trozos de epidermis. Estas muestras fueron

colocadas en uno de los pozos de una microplaca y fijadas con acetona
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durante 5 min, hidratadas con PBS a pH 7.2, incubadas con el antisuero
monoclonal de rata NLDC- 145 (anticuerpo primario) por 30 min, lavadas
con PBS a pH 7.2 por 5 min, incubadas con el antisuero monoclonal de
rata biotilinado (anti - raton IgG - biotilinado) diluido 1:30 en PBS a pH 7.2,
por 45 min e incubadas en el complejo Avidina-Biotina (ABC) por 30 min.
La solucion de ABC fue preparada partir de un Kit de ABC (Vector) de la

siguiente manera: 1.0 mL de PBS

10 uL del reactivo A

10 ulL del reactivo B

agitado en el vortex
las epidermis fueron lavadas con PBS a pH 7.2, por 5 min y reveladas con
Amino Etil Carbazole (AEC) por 10 min.
El AEC fue preparado de la siguiente manera:

9.5 mL de Buffer Fosfato a pH 5.3, 0.1 M

0.5 uL de H,0; al 3%
500 uL de AEC (40 mg de AEC fueron disueltos en 5 ml de N-N
dimetilformamida).

Seguidamente las epidermis fueron lavadas con agua de chorro,

colocadas sobre laminas portaobjeto, cubiertas con gelatina glicerinada (10
gr de gelatina disueltos en 60 mL de agua destilada caliente mas 70 mL de

glicerinay 1 mL de fenol) y una laminilla cubreobjeto (Figura 1a).

la. Seccion de epidermis separada de la piel de los ratones BALB/c. Reaccién
Avidina Biotina (100x)

Las preparaciones de epidermis separadas fueron utilizadas para la

cuantificacion de las células de Langerhans en 100 campos microscopicos
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a 400x. El numero de células fue expresado con el promedio de las
CL/mm? * la desviacion estandar (SD) (Figura 1b y c).

El resultado del numero de CL estimado en cada preparacion y tiempo pi
fue analizado usando la técnica de Scheffe (1968), o mediante un analisis
de varianza para comparar la frecuencia de las CL epidermales en todos
los tiempos pi.
1b. Seccion de epidermis separada utilizada para la cuantificacion de las

células de Langerhans. Reaccion Avidina Biotina (400x)

1c. Detalle de (b). Reaccion Avidina Biotina (1000x)

4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacion e Identificacion del aislado de Leishmania

En la caracterizacion del aislado MAMU-93 de Leishmania por PCR, la
utilizacion de los primer F1 y F2 dentro de los elementos repetitivos del
espaciador ribosomal, se obtuvo una banda Unica de 126 pb de
amplificacion especifica de L. (Viannia) braziliensis. En la Figura 2 se
muestra un gel de agarosa coloreado con Bromuro de Etidio. La linea 1,
muestra pGEM® DNA usado como marcador de peso molecular el producto
de una banda con 126 pb fue obtenida con las muestras positivas: lineas 2
aislado MAMU - 93, lineas 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 controles positivos y linea 10
control negativo. Estos resultados permitieron la identificacion del aislado
MAMU 93 como L. braziliensis.
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Figura 2. Ensayo de PCR especifico para L. braziliensis en gel de
electroforésis al 3% de Agarosa coloreado con Bromuro de Etidio. la linea 2
muestra la amplificacién por PCR banda Unica obtenida con la muestra
MAMU- 93

4.2. Estudio celular en la piel de los ratones BALB/c inoculados con el
aislado MAMU- 93 de L. braziliensis

4.2.1. Tipos de células en los frotis de piel

eColoracion con Giemsa

La cuantificacion de los tipos de células en los frotis de piel de los
ratones inoculados con el aislado MAMU-93 de L. braziliensis y coloreados
con Giemsa, se presenta en el cuadro 1. Se observa un incremento en el
numero de macréfagos activados (McA) de 74.3% a los 30 min pi, en
relacion con el 28.0% de macréfagos normales (McN) en el mismo tiempo
pi, 57.66% de MCcA con relacién al 29.67% de McN a las 2 h pi. A partir de
este tiempo pi, el nimero de McA disminuyé en relacidén con la proporcion
de McN, observandose un 31.74% de McA y 68.25% de McN a las 6 sem
pi.

En relacion con las células polimorfonucleares, se evidencido un
incremento en la proporcion de neutrofilos con valores que oscilaron entre
el 5.0% a los 30 min pi, 12.67% alas 2 h pi, 31.12% alas 5 h piy 7.0% a
los 2 d pi. Después de este tiempo pi no se observaron neutréfilos en las
muestras de frotis de piel examinadas.

En cuanto la proporcién de linfocitos fue de 1.3% y 3.0% a los 30 miny 2
sem pi respectivamente, asi mismo, la proporcion de monocitos normales y

de monocitos activados fue de 4.33% y 31.16% alos 5d y 5 h pi. Por lo
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tanto en los frotis de piel de los ratones sanos. se encontrO una alta

proporcion de McN (96.0%) a los 30 min y muy poca o ninguna de los otros

tipos de células.

Cuadro 1. Estimacion del nimero y tipo de células presentes en los frotis de piel de los
ratones BALB/c inoculados con el aislado MAMU-93 de L.braziliensis y coloreados con

Giemsa
Tiempo McN | McA [ Neutréfilos | Eosindfilos | Linfocitos | Linfocitos | Monocitos | Monocitos | Ratén
infeccion Normales | Degradado Activados | sano
s
30min 28,0 | 74,3 5,0 0 1,3 0 0 0 96,0
2h 29,67|57,66| 12,67 0 0 0 0 0 0
5h 30,66|15,95| 31,12 0 0 0 0 31,6 2,0
2d 51,33| 33,0 7,0 0 0 3,0 0 0 1,0
5d 64,33 (23,67 0 0 0 0 4,33 0 1,0
2s 76,67(14,33 0 0 3,0 0 0 0 0
4s 63,76 (34,61 0 0 0 0 0 0 0
6s 68,25(31,74 0 0 0 0 0 0 0

McN: macréfagos normales, McA: macrofagos activatdos

4.2.2. Observacion de parasitos en los frotis de piel

4.2.2.1. Coloreados con Giemsa

Las ceélulas estuvieron representadas por McN, MCcA, monocitos,

linfocitos normales, linfocitos activados y neutrofilos acompafiados de

diferentes formas del parasito.

En algunos frotis de piel coloreados con Giemsa, fueron observados

parasitos flagelados de forma alargada a los 30 min y 1 h pi, igualmente

formas redondeadas del parasito semejantes a amastigotos Figura 3 a, b,

c,d,e f,qg,h,ijk,l.
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Figura 3. Tipos de células y amastigotos identificados en los frotis de piel de
los ratones inoculados con L. braziliensis (coloracion: Giemsa 400x)

3.a, b, ¢, d: muestran parasitos , macréfagos , linfocitos activados ——

y linfocitos normales »

a) b)

c) d)

3. e, f, g, h: muestran linfocitos activados—, linfocitos normales  macrofagos

con actividad citoplasmatica——e, Neutréfilos

e) f
9) h)
3.1,], k, I: muestran: Amastigotos , Macrofagos Monocito
i) j)
k )

En la figura 4 se pueden observar las diferentes formas y tamafio de los
parasitos en los frotis de piel con 30 min pi, dibujados en una camara clara.
Las formas flageladas midieron entre 4 y 8 u de anchoy entre 5y 17 u de

alto, mientras que las formas redondeadas midieron entre 2y 7 u de ancho

y 3y 12 u de alto.
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Figura 4. Formay tamafo de los parasitos presentes en los frotis de

piel de los ratones alos 30 min de inoculacion con L. braziliensis.

4.2.2.2 Inmunofluorescencia indirecta

En los frotis de piel de los ratones inoculados con el aislado MAMU- 93
y procesados mediante la técnica de Inmunofluorescencia indirecta,
observamos los parasitos fluorescentes tal como fueron descritos
anteriormente en los frotis coloreados con Giemsa, asi como macréfagos
activados vacuolados con porciones fluorescentes en el citoplasma a los 30
min, 2 hy 5 h pi.

A los 2 y 5 dias pi, los frotis mostraron células epiteliales y macrofagos
con reaccion fluorescente alrededor de sus membranas. A las 2 y 4 sem pi
fue frecuente la observacion de linfocitos fluorescentes asi como,
macrofagos activados con inclusiones fluorescentes en el citoplasma, en
tanto que a las 6 sem pi, la fluorescencia fue localizada sobre las

membranas de los macréfagos activados principalmente.

4.2.3. Histopatologia de la piel de los ratones infectados con el
aislado MAMU-93
El estudio histopatolégico realizado en las secciones de piel de los
ratones con 30 min de infectados con L. braziliensis y coloreadas con
Giemsa - colofonio, revel6 abundantes células granuladas en el tercio
superior de la epidermis y el estrato granuloso pronunciado hacia la dermis.
A las 2 h pi, se observaron estructuras de formas anchas semejantes a

las formas amastigotas.
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En las secciones de piel separadas a las 5 h pi, fue frecuente la
presencia de abundantes mastocitos intensamente granulados en la dermis
superficial muy cerca de la epidermis y de macrofagos activados.

En estas secciones histologicas fue frecuente la observacion del

desplazamiento de la dermis hacia la epidermis (Figura 5 a, b, c, d).

Figura 5 Secciones histologicas de la piel de los ratones BALB/c

inoculados con L. braziliensis. ( Coloracion: Giemsa Colofonio)

5a. Muestra granulocitos en la capa epidermal superficial. Area dermal superficial
de aspecto esponjoso en estrecho contacto con la epidermis profunda. Necrosis

dermal con intenso infiltrado celular (1000x).

5b. Tejido dermal con amastigotos dispersos (1000x)

5c. Estructuras granulares en la epidermis y desplazamiento del tejido dermal

hacia la epidermis (640x)

5d. Detalle de la figura 5¢c en la que se observan las estructuras granuladas en la

epidermis e infiltracion dermal en la epidermis — (1250x)

A los 2 y 5 dias pi la dermis mostro areas con infiltracion celular,
abundantes macrofagos activados, mastocitos y macrofagos alrededor del
area perivascular y destruccion celular en la dermis profunda.

A las 2 sem pi la epidermis mostré una necrosis puntual sin delimitacion

entre las capas epidermal y dermal (Figura 6).
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Figura 6. Seccion histologica de la piel de ratones BALB/c con 2 semanas pi con
L. braziliensis que muestra: necrésis epidermal ——infiltrado celular y
alteracion dermal alrededor del area perivascular— ( Coloracion: Giemsa
Colofonio (100x)

A las 4 y 6 sem pi la piel mostr6 un engrosamiento del tejido epitelial
epidermal, abundantes focos de infiltrado celular en la dermis, mastocitos
en la dermis profunda y macréfagos muy cerca del area perivascular

engrosada ( Figura 7 a, b, c, d).

Figura 7. Secciones histolégicas de la piel de los ratones BALB/c con 4y 6

semanas pi con L. braziliensis. ( Coloracién: Giemsa Colofonio)

7a. Intensareaccion epitelial epidermal y granuloma dermal con abundante
infiltrado celular (1000x).

7b. Muestra tejido dermal esponjoso con abundantes células inflamatorias
(1000x).

7c. Muestra granulomay necrosis dermal con abundante infiltrado celular (100x)

7d. Muestra abundante areas granulomatosas con destruccion dermal (100x)
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4.3. Estudio inmunocitoquimico en las secciones histolégicas de la

piel de los ratones inoculados con L. braziliensis

4.3.1. Reaccion de Inmunofluorescencia Indirecta
. Las secciones histolégicas de la piel procesadas por IFl y con 30 miny 2
h pi, mostraron intensa fluorescencia en la union dermis-epidermis,
parasitos de forma similar a los promastigotos inoculados asi como, formas
redondeadas libres en la superficie dermal.

A las 5 h pi la epidermis permanecio fluorescente siendo mas intensa
alrededor del area perivascular dermal

A los 2 y 5 dias pi tanto la epidermis como la dermis mostraron
fluorescencia puntual y en la dermis se observaron restos antigénicos
fluorescentes. Las secciones de piel procesadas a los 2, 4, y 6 sem pi,
mostraron restos antigénicos fluorescentes dispersos en la dermis (Figura
8).

Figura 8. Seccion histolégica de la piel de ratébn BALB/c inoculado con L.
braziliensis alas 5 h pi, que muestra intensa fluorescencia en el tejido dermal,

con especial referencia en la union dermo-epidermis (1000x).

4.4. Estimacion del numero de Células de Langerhans mediante el

Sistema Avidina-Biotina. Inoculaciéon con L. braziliensis

Pocos minutos después de la inyeccion intradermal de los promastigotos
del aislado MAMU 93 de L. braziliensis en las extremidades posteriores de
los ratones BALB/c, se produjo un incremento de las C L en la epidermis

separada del sitio de la inyeccion de los parasitos, el cual resultd
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estadisticamente significativo (P<0,05) al hacer las comparaciones entre
cada periodo de estudio.

La cuantificacion de las CL en cada seccion epidermal mostré un valor
inicial de 200.0 + 83.7 CL/mm?a los 30 min, 442.0 + 22.7 LC/mm®a las 2 h,
525.0 + 13,8 CL/mm? a las 5 h, 1448.0 +128.3 CL/mm” a los 2 dias, 3061.7
+98.1 LC/mm?a los 5 dias, 4502.7 + 713.3 CL/mm? a las 2 sem.

A partir de las 2 sem pi los valores de CL comenzaron a disminuir de tal
forma que cuantificamos 1864.7 + 356.3 CL/mm” a las 4 sem pi y 898.0 +
480.7 CL/mm? a las 6 sem pi.

El nimero de CL cuantificadas en las epidermis separadas de los
ratones sanos controles variaron entre 83.0 + 27.2 'y 121.0 + 29.2 CL/mm?®.

En el Cuadro 2 se observa el nimero de CL detectadas en cada una de
los trozos de epidermis separados de cada raton BALB/c infectado con L.
braziliensis. El grafico 1 muestra el incremento progresivo del niumero de
CL desde los 30 min pi, alcanzandose el maximo en el nimero de estas
células a las 2 sem pi, y una disminucion progresiva del nimero de CL a

medida que transcurre el tiempo de infeccion hasta las 6 sem pi.

Cuadro 2. Numero de células de Langerhans en la epidermis separada de la piel

de los ratones BALB/c inoculados con L. braziliensis.

Ratén N° 30 min |2h 5h 2d 5d 28 4S 6S
Ratén 1 318 422 511 1283 3001 4680 1766 1575
Ratén 2 133 431 526 1465 2984 5274 1486 500
Ratén 3 149 474 544 1596 3200 3554 2342 621
Promedio 200 442 525 1448 3061,7 |4502,7 |1864,7 |898
Desv. estandar  |78,66 21,11 12,44 110 92,22 632,44 |318,22 480,78
Ratén sano 101 93 89 97 115 97 98 103

min, minutos; h, horas; d, dias; s, semana; pi, post-inoculacién, Desv. desviacion
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Grafico 1. Representacion del numero de células de Langerhans en la epidermis

separada de los ratones BALB/c inoculados con L. braziliensis
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4.5. Estudio celular en la piel de los ratones BALB/c inoculados con el

aislado 574 de L. mexicana

4.5.1. Cuantificacion celular en los frotis de piel
4.5.1.1. Coloracion con Giemsa

La estimacién de los tipos de células en los frotis de piel de los ratones
inoculados con el aislado 574 de L. mexicana y coloreados con Giemsa,
determind una proporcion de 35,0% (McN) y 60.5% de (McA) a los 30 min
pi respectivamente.

A partir de este tiempo pi el nimero de McA aumento en relaciéon con la

proporcion de McN, observandose un 96.0% de McA y 3.0% de McN a los
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5 dias pi. Estos tipos de células continuaron disminuyendo hasta la 4 sem
pi, cuando ocurre un nuevo incremento a las 6 sem pi.

En relacion con las células polimorfonucleares se produjo un incremento
en la proporcion de neutrdfilos, con valores que oscilaron entre el 6.0 % a
los 30 min pi, 21.5% alas2hy 17.5% alos 5 d pi.

A partir de este tiempo pi el niumero de neutréfilos varié entre 14.0%,
13.5% y 10.0% a las 2, 4 y 6 sem pi respectivamente.

En relacion con el numero de eosinofilos solo observamos el 3.0% de
este tipo de célula a las 2 sem pi.

La proporcion de linfocitos degradados también fueron observados con
1.5% a los 30 min pi y 48.0%, 22.5% y 19.0% a las 2, 4, y 6 sem pi
respectivamente. Un 3.5% y 1.5% de Monocitos fué observado a las 2 h pi
y 6 sem pi respectivamente.

Una alta proporcion de McN (96.0%) fue observada en la piel de los

ratones sanos controles (Cuadro 3).

Cuadro 3. Numero y tipo de células observadas en los frotis de piel de los ratones

BALB/c inoculados con L. mexicana

Tiempo McN | McA | Neutréfilos | Eosindfilos | Linfocitos | Linfocitos. | Monocitos | Monocitos | Ratén
infeccién Normales | Degradado Activados Sano
30min 35,0 | 60,5 6,0 0 15 15 0 0 96,0
2h 245 | 415 21,5 0 4,0 0 3,5 0 0
5h 2,5 1350 17,5 0 16,5 0 0 0 2,0
2d 19,0 | 43.5 14.5 0 12,0 0 0,5 0 1,0
5d 3,0 | 96,0 0 0 0 0 1,0 0 1,0
2s 10,0 | 14,0 14,0 3,0 68,5 48,0 2,5 0 0
4s 42,5 | 19,0 13,5 0 49,0 22,5 1,0 0 0
6s 58,0 | 47,5 10,0 0 68,0 19,0 1,5 0 0

McN: macréfagos normales, McA: macrofagos activados, 96% McN en el ratén sano
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4.5.1.2. Inmunofluorescencia indirecta

En los frotis de piel de los ratones inoculados con el aislado 574 y
procesados mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta,
observamos parasitos fluorescente, macrofagos activados vacuolados con
porciones fluorescente en el citoplasma a los 30 min pi.

A los 2 y 5 dias pi los frotis mostraron macréfagos con fluorescencia
alrededor de su membrana, mientras que a los 2, 4 y 6 sem pi fue
frecuente la deteccion de linfocitos y macrofagos activados con inclusiones

fluorescentes en el citoplasma.

4.5.2. Histopatologia de la piel de los ratones infectados con el
aislado 574 de L. mexicana

Las secciones histologicas de la piel de los ratones con 30 min pi con el
aislado 574 y coloreadas con Giemsa colofonio, mostraron abundante
mastocitos muy granulados en el borde superior de la epidermis y en el
epitelio epidermal profundo cercano a la dermis, los amastigotos fueron
observados en la dermis junto al infiltrado celular.

A los 2 y 5 dias pi se observO mayor cantidad de mastocitos muy
granulados en la epidermis, abundante infiltrado celular compuesto por
macroéfagos activados, linfocitos y neutréfilos en el tejido dermal (Figura 9
a, b).

A las 2, 4 y 6 sem pi las secciones histologicas de la piel mostraron
destruccion dermal e infiltrado celular formado por macréfagos activados y

linfocitos (Figura 10 a, b).

Figura 9. Secciones histologicas de la piel de los ratones BALB/c con 2 dias (a) y

5 dias pi (b) con L. mexicana (Coloracion: Giemsa Colofonio)
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9 a. Mastocitos granulados en la dermis, infiltrado celular dermal (200x)

9b. Muestra mastocitos muy granulados—, infiltrado celular y disgregacion
dermal ( 500x).

Figura 10. Secciones histologicas de la piel de los ratones BALB/c inoculados con
L. mexicana. (a) mastocitos dispersos en la dermis 2 sem pi. (b) Infiltrado celular,
alteracion dermal alrededor del area perivascular y mastocito en la dermis

profunda alas 6 sem pi ( 200x).

10 a.

10 b.

4.6. Estudio inmunocitoguimico

e Inmunofluorescencia Indirecta

Las secciones histologicas de la piel de los ratones BALB/c procesadas
por IFI 'y con 30 min pi, mostraron parasitos fluorescentes dispersos sobre
el tejido dermal.

A los 2 y 5 dias pi la reaccion fluorescente fue observada en el borde
del tejido epidermal. Los restos antigénicos fluorescentes fueron
observados dispersos en la dermis a las 4 y 6 sem pi como se muestra en

la Figura 11.
Figura 11. Seccion histologica de la piel de raton BALB/c con 4 sem pi que
muestra antigeno de L. mexicana disperso en el tejido epidermal (Isotiocianato de

fluoresceina contractada con loduro de propidio) (500x).
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4.7. Estimacién del numero de células de Langerhans mediante el
Sistema Avidina-Biotina. Inoculacién con L. mexicana

Las epidermis separadas de los ratones infectados con el aislado 574
de L. mexicana revelaron un elevado numero de CL, representado por
2903.5 + 76.5 CL/mm? a los 30 min pi. A partir de este tiempo pi el nimero
de CL comenzé a disminuir registrandose los siguientes valores: 2103+ 187
CL/mm? alas 2 h pi; 524 + 26 CL/mm?a las 5 h pi y 189 + 49 CL/mm? a los
2 dias pi.

A partir de este ultimo tiempo pi, el niumero de CL estuvo representado
por 919.5 + 60.5 CL/mm? a los 5 d pi; 729.5 + 51.5 CL/mm? a las 2 sem pi;
613 + 119 CL/mm?” a las 4 sem piy 1089.5 + 24.5 CL/mm?” a las 6 sem pi.

En el Cuadro 4 y en el grafico 2 se muestra el nimero de CL
detectadas en las epidermis separadas de cada grupo de ratones infectado
con L. mexicana, asi como el numero de CL presentes en la epidermis de

los ratones sanos cuyos valores variaron entre 93 y 275 CL/mm?®.

Cuadro 4. Numero de células de Langerhans en la epidermis separada de la piel

de los ratones BALB/c inoculados con L. mexicana

Raton N° 30min |2h 5h 2d 5d 2s 4s 6s
Raton 1 2980 2290 498 140 859 781 512 1785
Ratén 2 2827 1916 550 238 980 678 750 1834
Promedio 2903.5 |2103 524 189 919.5 729.5 613 1089.5
Desv. Estand. |76.5 187 26 49 60.5 51.5 119 24.5
Ratén sano  |275 115 106 93 120 105 97 101

Desv Estand: Desviacion estandar, min: minutos, h: horas, d: dias, s: semanas,
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Grafico 2. Representacion del numero de células de Langerhans en la epidermis

separada de la piel de los ratones BALB/c inoculados con L. mexicana.
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5. DISCUSION Y CONCLUSIONES
Las células de Langerhans epidermales son ciertamente las células

presentadoras de antigeno mas importantes de la piel, se dividen en la
epidermis, (Czernielewski y cols., 1985) y constituyen un grupo de células
dendriticas inmaduras, las cuales maduran una vez que han salido del
microambiente epidermal para convertirse en células inmunolégicamente
funcionales (Schuler y Steinmann, 1985).

Las investigaciones realizadas por Romani y cols. (1989), han sugerido

gue la funcién de las células de Langerhans envuelve dos eventos
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secuenciales los cuales contemplan: la presentacion del antigeno y las
etapas de sensibilizacion en las cuales las CL adquieren la capacidad de
inducir la respuesta de las células - T. El primer evento ocurre en la
epidermis mientras que el segundo puede ocurrir sélo cuando las células
dendriticas migran por la circulacion a los nodulos linfaticos o al bazo.

La proliferacion de las células - T permite la formacion de granulomas,
los cuales pueden ser de varios tipos: infiltrado linfo-histiocitico o reaccion
tipo-tuberculina compuesto generalmente por linfocitos y monaocitos,
granuloma tuberculoide compuesto de linfocitos, macréfagos diferenciados,
células epitelioides y células gigantes multinucleadas y el granuloma
macrofagico compuesto de macréfagos no diferenciados y pocos linfocitos
(Modlin y cols., 1983a; Gross y cols., 1988).

En este sentido el resultado de las observaciones en los frotis de piel de
los ratones infectados con el aislado MAMU-93 de L. braziliensis y 574 de
L. mexicana, reveld que desde el mismo momento en que ocurre la
penetracion intradermal de los promastigotos de estos parasitos en la piel,
se activa la proliferacion de las células inflamatorias.

La diferenciacion de los tipos de células localizadas en la piel de los
ratones BALB/c infectados con cada uno de los aislados de parasitos en
los diferentes tiempos pi, revel6 la presencia de granulomas
estructuralmente organizados por macréfagos normales, macréfagos
activados, neutréfilos, eosindfilos, linfocitos, linfocitos degradados,
monocitos y monocitos activados los cuales pudieran ser ubicados al
menos en parte, dentro del identificado como granuloma tuberculoide de
acuerdo a lo referido por los autores.

Es bien conocido que las Leishmania son parasitos intracelulares de

fagocitos mononucleares que normalmente viven y se multiplican en los
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fagolisosomas de los macroéfagos, lo que provoca en el medio ambiente
intracelular de estas células fagociticas sufrir alteraciones, debido a la
interaccion que se establece entre los macrofagos y los productos de la
respuesta inmune a efectos de la eliminacion de los parasitos (Chang y
cols., 1976).

Otros estudios han documentado el papel de la inmunidad mediada por
células, particularmente por la relacion antigeno-linfocitos - T
sensibilizados, en la resolucion de las infecciones leishmaniales (Garnum y
Humphrey, 1969; Dumonde, 1972), por lo que los productos solubles de los
linfocitos sensibilizados pueden conferir a los macréfagos el aumento de la
actividad antimicrobial contra una variedad de parasitos intracelulares
obligados o facultativos.

Estos macroéfagos microbicidas llamados macrofagos
immunologicamente activados puedieran ser, las ceélulas efectoras
protectoras durante la respuesta del hospedador a una infeccion por
Leishmania (Fowles y cols., 1973; Mauel y cols., 1978).

Algunos estudios han revelado que debido la activacion de los
macrofagos se produce por la generacion de los linfocitos T los cuales
segregan apropiadas citocinas, particularmente IFN-y el cual le confiere la

capacidad para la eliminacion de los parasitos (Nacy y cosl., 1985).
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En este estudio fue frecuente la deteccion de una gran poblacion de
macrofagos tanto normales como activados en la piel de los dos grupos
de ratones BALB/c, un grupo resistente a la infeccion con L. braziliensis
y el otro susceptible a la infeccion con L. mexicana esta resistencia y
suceptibilidad estarian condicionando la resolucion o evolucion de la
infeccidn cutanea (Pérez y cols., 1979).

Estos tipos de células fagociticas estuvieron mayormente representados
por los macrofagos normales y activados. Los resultados mostraron una
alta proporcion de McA (74.3%0 y 57.66 %) en los frotis de la piel inoculada
con L. braziliensis y (60.5% y 41.5%) y en los inoculados con L. mexicana,
a los 30min y 2h pi respectivamente.

Estos valores representaron casi el doble de este tipo de células, al
compararlos con la proporcion de McN observados en los mismos frotis de
piel de los ratones BALB/c inoculados con lestos aislados y con el mismo
tiempo de inoculacion.

Aun cuando observamos la internalizacion de los parasitos a los 30 min
y 2h pi, sin embargo algunos promastigotos permanecieron libres en el sitio
de inoculacién cutanea por un corto periodo de tiempo (30 min), otros
parasitos mostraron evidentes signos de transformacion hacia la forma
amastigota redondeada, mientras que otro grupo de parasitos fueron
observados con diferentes grados de degeneracion.

Estas alteraciones morfologicas mostradas por los paréasitos
probablemente se deben a el desfaborable medio ambiente que crean las
linfoquinas activadoras de macréfagos las cuales afectan a los organismos
extracelulares (Bast y cols., 1974; Hemsworth y Kochan, 1978), o a la
presencia de los productos solubles de la respuesta inmune utilizada en la

activacion de los macroéfagos, lo cual induce una acelerada destruccion de
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los parasitos en un medio ambiente intracelular inadecuado (Buchmuller y
Mauel., 1979; Behin y cols., 1975).

Las observaciones realizadas en el material tisular tomado de la piel de
los ratones BALB/c inoculados con L. braziliensis, difieren de las realizadas
en las muestras de piel de los ratones inoculados con L. mexicana. La
diferencia mas notable estuvo relacionada con la proporcion de McA
estimados a los 5 dias pi, la cual fue de 96.0% en la piel de los animales
inoculados con L mexicana con respecto a 23. 67 % McA en los inoculados
con L. braziliensis. Por otro lado,es importante mencionar que esta
poblacién celular mantuvo una proporcion importante de 31.74% y 47.5%
de McA en la piel de los ratones con 6 sem pi, inoculados con L.
braziliensis y L. mexicana respectivamente.

Al revisar la proporcion de linfocitos y de monocitos en las mismas
muestras de piel pero en los animales infectados con L. mexicana notamos
una elevada proporcion de estos dos tipos de células en relacion con la
observada en la piel de los animales infectados con L. braziliensis, a las 2
y 6 sem pi.

Esta combinacion macrofago-linfocito estaria presente por que se
establece la cooperacion entre estos dos tipos de células en contra de los
parasitos de Leishmania (Skamene y cols., 1983). De tal forma, que la
funcion de los linfocitos estararia principalmente relacionada con el
reconocimiento de los macréfagos parasitados, lo que pudiera finalmente
contribuir con la destruccion de estas células fagociticas (Schurr y cols.,
1987), por el contrario colabora con los macrofagos para eliminar

intracelularmente al parasito (Mauel y cols., 1978).
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La unién de linfocitos que son probablemente células T citotoxicas con
los parasitos, indica la especificidad de estas células para atacar al parasito
directamente.

En este estudio las condiciones y los mecanismos de destruccion de los
parasitos no fueron revisados, sin embargo la deteccion de las células
inflamatorias como los eosinéfilos y neutroéfilos en la piel inoculada con los
diferentes aislados de Leishmania, sefala el papel fagocitico de estas
células sobre los parasitos, habida cuenta de que la presencia de los
parasitos dentro de los eosinofilos presentes en las lesiones ha sido
reportada en los estudios experimentales sobre leishmaniasis cutanea en
ratones BALB/c (Barral-Netto y cols., 1987; McElrath y cols., 1987).

Investigaciones llevadas a cabo sobre leishmaniasis cutanea
experimental han demostrado gue los parasitos se mantienen vivos y son
capaces de multiplicarse en la union dermo-epidermal pero estan ausentes
en la epidermis ( Axelrod y cols., 1994).

En este estudio, la observacion de la reaccion fluorescente en las
secciones de piel de los ratones BALB/c infectados tanto con L. braziliensis
como con L. mexicana, se evidencié tanto en el area de la unién dermo-
epidermal como alrededor del area perivascular. Estas observaciones
soportan el hecho de que los parasitos se han acumulado en estos sitios
de la piel en los tiempos muy tempranos de la inoculacion de los
promastigotos, los cuales se dispersan posteriormente hacia las capas mas
profundas de la piel, tal como lo muestran las reaciones positivas en las
secciones histoldgicas de la piel a las 6 semanas pi.

Por otro lado, a pesar de la presencia de amastigotos en el area dermal
de la piel de los animales infectados, estos son detectados en las

secciones histologicas coloreadas con Giemsa-colofonio y mediante la
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reaccion inmunocitoquimica, no notamos ningun tipo de induracion
palpable en el sitio de inoculacion de los promastigotos durante el tiempo
de observacion de los ratones inoculados. Es especulable que tal
fendbmeno se deba posiblemente a la temprana activacion de los
macrofagos por las linfocinas lo que incrementa la resistencia a la
infeccion, a diferencia de lo obsevado por Perez y cols. (1979), quienes
detectaron nodulos palpables en el sitio de inoculacién en los tarsos de
ratones BALB/c con amastigotos del aislado AZV de L. mexicana con dos
semanas pi.

Bajo ciertas condiciones patoldgicas las células de la piel con potencial
funcién accesoria incluye tanto a los macrofagos dermales como a los
epidermales, Thy-1-positivas, células dendriticas epidermales, CL y los
keratinocitos. Algunos investigadores han sugerido que los macrofagos son
las verdaderas células fagociticas de la piel, mientras que las CL solo son
células capaces de degradar al antigeno por pinocitosis, el cual ha sido
previamente procesado por los macrofagos o por los queratinocitos
(Hamilos, 1988).

En tal sentido, algunas investigaciones han reportado que cuando ocurre
la penetracion de los parasitos dentro de la piel, los leucocitos
polimorfonucleares salen de la circulacién sanguinea y se adhieren sobre
las células endoteliales de los vasos sanguineos, debido a la accion de
sustancias vasodilatadoras producidas por las células mastoideas, este tipo
de células fueron observadasen forma abundantes en las capas profundas
de la dermis de los ratones inoculados con Leishmania; o a los peptidos
reguladores producidos tanto por los nervios cutaneos; como por los
linfocitos (O’Dorisio y cols., 1985). Posteriormente los granulocitos pasan al

area infectada y luego las células presentadoras de antigeno tales como,
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las células de Langerhans y los macrofagos aparecen como células
predominantes fagocitando y destruyendo al agente extrafo.

Algunos trabajos relacionados con las lesiones de leishmaniasis tanto
del Viejo como del nuevo Mundo, han reportado cambios epidérmicos en
las infecciones por Leishmania (Zarr y cols., 1982; Grimaldi y cols., 1980).
Nuestros resultados indican que las especies de Leishmania del nuevo
Mundo pueden afectar la epidermis. En este estudio, fue frecuente la
observacion en la epidermis de vesiculas epidérmicas o espongioticas
junto a linfocitos y otras células mononucleares, keratinocitos ademas de
otras alteraciones menores. La dermis mostré un desplazamiento hacia la
epidermis y un moderado numero de amastigotos, infiltracion celular y
formacion de granuloma dermal.

Las células dendriticas localizadas en 6rganos no linfoides como las CL
epidermales, son capaces de migrar por la via linfatica hacia las células T
en los tejidos linfoides (Kripke y cols., 1990). Esta translocacion provee un
medio eficiente de transporte del antigeno desde el sitio de encuentro en la
piel hacia los nodulos linfaticos para que se produzca el inicio de la
respuesta inmune celular.

En los trabajos mas recientes de infeccion por L. major in vitro, se ha
demostrado que las células de Langerhans epidermales tienen capacidad
fagocitica y actian como células hospedadoras de los parasitos, los cuales
son capturados en el compartimiento dermal (Blank y cols., 1993; Moll y
cols., 1993).

En este estudio, la caracterizacion de las células de Langerhans en la
epidermis separada de los ratones BABL/c inoculados con L. braziliensis y
L. mexicana, utilizando procedimientos inmunocitoquimicos con el

anticuerpo monoclonal NLDC-145, demostro que se produce un incremento
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progresivo en el numero de CL desde el inicio de la inoculacion intradermal
de los promastigotos de L. braziliensis, alcanzando un valor maximo a las 2
sem pi.

El significado del incremento de las células de Langerhans en diferentes
desordenes dermatoldgicos no ha sido bién dilucidado. Sin embargo, se ha
sugerido que las CL pueden estar envueltas en el proceso patoldgico
inical. Esto puede ser el caso en la leishmaniasis donde las CL son un
potencial blanco para los parasitos ((Dompmartin y cols., 1988),
contribuyendo significativamente en el desarrollo de una respuesta inmune
durante la fase temprana de la infeccion.

A diferencia de lo que ocurre en los ratones infectados con L.
braziliensis, la cuantificacion de las células de Langerhans en la epidermis
separada de los ratones inoculados con L. mexicana, se detectdé un gran
numero de ellas en la epidermis a los 30 min pi, produciendose luego una
caida brusca y un leve aumento en el numero de las CL epidermales a las
6 sem pi.

Hasta el momento, no tenemos una explicacion que nos permita discutir
el significado de las diferencias observadas cuando cuantificamos las CL
epidermales en la piel de ambos grupos de animales, es decir, cuando en
un grupo animal se observan valores maximos en el otro este nimero
cambia en sentido contrario.

Los conocimientos actuales sefalan a las células dendriticas como un
grupo fundamental en la generacion de la respuesta inmunoldgica, con
particular participacion en el mantenimiento de la memoria, respondiendo a
una estimulacion antigénica continua (Tew y cols.,1980).

En el curso de infecciones con L. major Blank y cols. (1993) notaron

una disminucion significativa en el numero de células de Langerhans en la
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epidermis de lesiones cutaneas a partir de las 48 hr pi y posteriormente la
epidermis aparecio desprovista de éstas células en los estados tardios de
la infeccion cronica.

Estos autores consideraron que la pérdida de las células de Langerhans
en el compartimiento epidermal fue concomitante con la aparicion de
células positivas al anticuerpo monoclonal NLDC-145 en la dermis,
algunas de las cuales contenian parasitos. Estas observaciones explican
gue por si sola, la relacidon inversa que se presenta entre el nimero de CL
en la dermis y la epidermis, demuestra el hecho de que en el modelo
murino, utilizado en este estudio, se produzca una considerable pérdida de
CL epidermales en el transcurso de la infeccion intradermal por L.
braziliensis y L. mexicana.

Estos encuentros indican que en la leishmaniasis cutanea, las células de
Langerhans migran desde la epidermis al sitio de infeccién en la dermis y
en el infiltrado dermal tienen la capacidad de fagocitar los parasitos. En
este contexto pudiéramos explicar el porqué de la disminucion de CL
epidermales con el transcurso de la infeccion experimental, situacion que
pudiera presentarse en humanos después de la deposicion de los
promastigotes por el insecto transmisor.

La evidencia experimental obtenida en el presente trabajo nos indica
gue diferentes factores pueden intervenir cuando se produce la inoculacién
intradermal de promastigotos de Leishmania en el modelo murino, tales
como: la especie, edad de los animales y el tamafio del inéculo infectante.
Estos factores determinarian el curso de la infeccion y la sobrevivencia de
los parasitos en el hospedador. Por lo que podemos concluir que tanto las
células de Langerhans como el resto de las células comprometidas en el

desarrollo de la infeccidn, juegan un papel importante en el procesamiento
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y/o eliminacion de los parasitos, expresando de este modo la capacidad

hacia la resistencia o suceptibilidad del hospedador a una infeccién por

Leishmania.
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