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Resumen

Objetivo: el presente trabajo pretende carac-
terizar la respuesta inmune desarrollada duran-
te la infeccién con Leishmania (Viannia)
panamensis en individuos no expuestos a esta
infeccion. Poblacion del estudio y métodos:
las células mononucleares de sangre periférica
de 16 individuos sanos, Montenegro negativos,
se infectaron con promastigostes vivos de L.
(V) panamensis. Luego de diferentes tiempos
pos-infeccion se analizo por citometria de flujo
la expresion en membrana de CD69/CD3-CD4-
CD8,CD28y CD152 y la produccion intracelular
de IFN-v, IL-12, IL-4 e IL-13. Resultados: el
mayor porcentaje de celulas CD69+ se obtuvo
despues de 48 horas pos-infeccion utilizando
una proporcion célula:parasito de 1:10. Se ob-
servo una mayor activacion en celulas CD8+
comparadas con las CD4+ aunque los maxi-
mos niveles de activacion celular se obtuvie-

ron en células CD3 negativas. Se observo un
aumento en la expresion de CD152 hasta las
120 horas pas-infeccion. La produccion de IL-
4 e IL-13 intracelulares fue detectada en me-
nos del 1% de las células infectadas. La ma-
yor produccion de IFN-y e IL-12 se detectd en
un 4% y 3% de las células respectivamente,
con una mayor respuesta a las 20 horas pos-
infeccion. Conclusiones: en este estudio se
observa como las CMSP de individuos sanos,
sin contacto previo con L. (V.) panamensis pro-
liferan, se activan, modifican la expresion de
moleculas coestimuladoras y producen
citoquinas luego de la infeccion con el parasi-
to. Esta respuesta podria ser debida a un feno-
meno de reactividad cruzada con otros
antigenos o a la presencia de superantigenos
en la suspencion de promastigotes utilizada.
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Introduccion

La Leishmaniasis es una infeccion endémica
en 82 paises (10 desarrollados y 72 subdesa-
rrollados) en los cuales se calcula que existen
350 millones de personas en riesgo, con una
incidencia anual de 600.000 casos (1). En Co-
lombia, la especie del parasito mas comunmen-
te encontrada es la Leishmania (Viannia)
panamensis, la cual produce grandes pérdidas
econémicas por laincapacidad laboral y el cos-
to del tratamiento (2). El Ministerio de Salud
reporta alrededor de 6.500 casos anuales de
Leishmaniasis (sin incluir cerca de 2.000 re-
gistrados por la direccion de sanidad del Ejér-
cito y el extenso subregistro en las zonas mas
apartadas del pais) (2). Todos estos datos su-
mados a las serias consecuencias de esta in-
feccion, la cual, en su forma mucosa produce
mutilaciones severas, hacen de la Leish-
maniasis un problema prioritario de salud pu-
blica y demandan que los trabajos realizados
se dirijan hacia el disefio y evaluacién de es-
trategias de control alternativas para prevenir
la infeccion.

En el modelo murino de infeccion por Leish-
mania (L.) major, una especie del parasito cau-
sante de Ulceras cutaneas cronicas en Asia y
Africa, se ha identificado que las celulas T CD4~
son un factor determinante en el resultado de
la infeccion. Las células T de ratones singénicos
que desarrollan el perfil Th1 de citoquinas
(IFN-v, IL-2, y TNF-p principalmente) como por
ejemplo la cepa C57BL/6, curan espontaneamen-
te, mientras que aquellas que desarrollan el per-
fil Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13) como la
cepa BALB/c, mueren meses despues como
consecuencia de la infeccion (3).

Adicionalmente se ha descrito la participacion
diferencial de senales coestimuladoras en la
generacion de estos subgrupos de células Th
en el raton, implicando a la via coestimuladora
CD28-B7 en la generacion de un perfil Th2 (4).

A pesar de todos estos hallazgos, existen muy
pocos estudios relacionados con la caracteri-
zacion de la respuesta inmune dirigida contra
Leishmania (Viannia) panamensis en humanos.

iNifsctD

Estos estudios son muy importantes teniendo
en cuenta primero, que los parasitos del géne-
ro Leishmania, a pesar de estar agrupados en
el mismo género, presentan comportamientos
muy variables y segundo, que muchas veces
los fenomenos encontrados en el modelo mu-
rino no son extrapolables al humano (5,6). Es
asi como se conoce que a diferencia de lo que
sucede en el caso de infeccion por L. (L.) major,
ambas cepas de ratones, C57BL/6 y BALB/c,
son resistentes a la infeccion por L. (V) pana-
mensis (7) y que solo en el hamster. tras la
inoculacion con este parasito, se desarrollan
ulceras leves que se autoresuelven en la ma-
yoria de los casos. No obstante, la presentacion
clinica de la infeccién por L. (V.) panamensis en
el humano presenta un espectro similar al pro-
ducido por otras especies del parasito. Se han
reportado que en las zonas endémicas se pue-
den presentar desde infecciones subclinicas
hasta Leishmaniasis difusa, siendo la Leis-
hmaniasis cutanea localizada (LCL), la forma
mas frecuente de presentacion de la enferme-
dad (2).

Adicionalmente, en estudios previos se ha re-
portado que las células mononucleares de san-
gre periférica de individuos sanos gue no han
tenido previo contacto con parasitos del gene-
ro Leishmania pueden proliferar, activarse y
producir citoquinas luego de la estimulacién con
promastigotes metaciclicos vivos (8-10). Por
esta razoén, en el presente trabajo se pretende
caracterizar la respuesta inmune desarrollada
durante la infeccion in vitro con Leishmania
(Viannia) panamensis en individuos no expues-
tos haciendo énfasis en la produccién de
citoquinas y en la expresion de las moléculas
de membrana esenciales para la respuesta del
linfocito T CD4+, dos elementos que han de-
mostrado ser claves durante el transcurso de
la respuesta inmune contra el parasito.

La identificacion de las moléculas responsa-
bles de este fendmeno durante la infeccion por
L. (V.) panamensis y su cinética de produccion
es de extrema importancia pues permite reali-
zar un acercamiento a los eventos de la inmu-
nidad innata gue se llevan a cabo durante el
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transcurso de la infeccion y su importancia en
el control de la Leishmaniasis. Adicionalmente,
estos trabajos facilitan la realizacion de estu-
dios posteriores en poblaciones susceptibles y
resistentes a la infeccion con el objetivo de
definir si estas moléculas son las responsables
del fenotipo protector. De esta manera se po-
drian disenar estrategias encaminadas a la
manipulacion inmunolégica o farmacoldgica de
la enfermedad buscando inducir el desarrollo
de una respuesta inmune protectora en las
personas en riesgo de infectarse con estos pa-
rasitos.

Materiales y Meétodos
1. Poblacion del estudio

Se estudiaron 16 habitantes de areas no ende-
micas para Leishmaniasis, sin historia clinica
0 evidencia fisica de lesiones compatibles con
la enfermedad y con una prueba de Montenegro
negativa. La prueba de Montenegro se realizo
de acuerdo a procedimientos establecidos (11).
Los individuos que decidieron voluntariamen-
te ingresar al estudio firmaron previamente el
consentimiento informado de acuerdo con los
parametros de la declaracion de Helsinki, 1981.

2. Produccion de los antigenos de
Leishmania

Se usaron promastigotes de L. (V.) panamensis,
cepa LS94 (MHOM/PA/71/LS94) cuya virulen-
cia se mantuvo por medio de pases repetidos
en la linea celular monocitica U937. Los para-
sitos se cultivaron en medio NNN modificado
a 27°C. Los promastigotes en fase estaciona-
ria de crecimiento se colectaron a los cinco dias
de crecimiento y se lavaron dos veces con
RPMI-1640 (Irvine Scientific, Santana, Califor-
nia). Para la preparacion del lisado total de
parasitos (LTP), los promastigotes se resus-
pendieron en RPMI-1640 completo (suplemen-
tado con 1000 U/ml de penicilina, 1000 mg/m|
de estreptomicina, 1% de glutamina y 10% de
suero bovino fetal, SBF, Sigma Chemical Co.)
a una concentracion de 5x10° paréasitos/ml.
Posteriormente se lisaron por tres ciclos de

congelacion a —70°C y descongelacion a 37°C.
Para la obtencion de promastigotes vivos en
fase estacionaria de crecimiento (PV), los pa-
rasitos lavados se resuspendieron en RPMI
completo a una concentracion de 100x10° pa-
rasitos/ml.

3. Determinacion de la proliferacion
de las células mononucleares de
sangre periférica (CMSP)

Se obtuvieron CMSP a partir de sangre total
heparinizada por la técnica de centrifugacion
sobre Ficoll-Hypaque (Sigma Chemical Co.).
Posteriormente las células fueron resuspen-
didas a una concentracion de 1x10° células/ml
en RPMI completo (suplementado con 20% de
plasma autélogo inactivado a 56°C/30 min). A
cada pozo de un microplato para cultivo se
adicionaron 100 ml de esta suspension celular
para luego agregar 100 ml de RPMI com-
pleto(control negativo), LTP o PHA (Fitohema-
glutinina A, 10mg/ml, Sigma Chemical Co.).
Después de 5 dias de cultivo (2 dias para PHA),
a 37°C con 5% CO,, se adiciono 1 mCi/pozo
de [*H]-timidina, se incubo6 durante 18h adicio-
nales y luego se determind la proliferacion ce-
lular por medio de la incorporacion de [*H]-
timidina (Amersham pharmacia biotech Inc.,
Piscataway, NJ) en un contador de centelleo
(liguid scintillation counting, LSC, Beckman
Instruments Inc., Irvine, CA). Las muestras se
procesaron por triplicado. Se calculé la media
de las cuentas por minuto (cpm) de los triplica-
dos menos la media de las cpm del control
negativo (cpm netas). El indice de prolifera-
cion se calculo dividiendo las cpm netas sobre
las cpm del control negativo (células estimula-
das con el RPMI solamente).

4. Infeccion de las CMSP con PV

Los promastigotes vivos en fase estacionaria
de crecimiento (PV) se adicionaron inmediata-
mente a las CMSP a diferentes proporciones
célula:parasito. Luego se incubaron por 25 min.
a 37°C en 5% CO, y seguidamente se centri-
fugaron a 1600 rpm/5 min para eliminar los
parasitos no adheridos a las células. Después
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de descartar el sobrenadante, las células se
resuspendieron nuevamente a una concentra-
cion de 1x10° células/ml en RPMI completo
(suplementado con 10% de plasma autologo)
y re-incubadas a 37°C en 5% CO, por los tiem-
pos de incubacion establecidos.

5. Analisis por citometria de flujo

Las células infectadas con PV se colectaron
después de 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120 y 144
horas de cultivo para ser analizadas por
citometria de flujo. Con el fin de determinar el
porcentaje de células T CD4+ o CD8+ activa-
das se realizd una tincion triple durante 30 min/
4°C con los anticuerpos anti-CD3 conjugado
con FITC (Clon UCHT 1, Pharmingen), anti-CD4
0 anti-CD8 conjugado con CyChrome (Clon
RPA-T4 6 SK1,Pharmingen) y anti-CD69 con-
jugado con PE (Clon FN50, Pharmingen) utili-
zandose a la concentracion éptima segun fitu-
lacion previa. En experimentos paralelos se
determino el porcentaje de celulas que expre-
saba cada una de las moléculas coestimu-
ladoras. Se realizo una tincion con el anticuer-
po anti-CD28 o anti-CD152 conjugado con PE
(Clonas CD28.2 6 BNI3, Pharmingen) segun
el procedimiento descrito previamente.

Para la deteccion de IFN-vy, IL-4, IL-12 e IL-13
intracelular, las CMSP (1x10° celulas/tubo) se
estimularon con PV por 6, 12, 20y 48 h a 37°C
en 5% de CO,. Seis horas antes de cumplirse
estos tiempos de incubacion, se bloqued la
secrecion de proteinas del reticulo endoplas-
mico adicionando Monensina a una concentra-
cion de 3 mM. Las células se re-incubaron por
las 6 h restantes a 37°C en 5% CO,. Por cada
muestra se realizé un control negativo para la
expresion del marcador de activacion celular
CD69 vy para la produccion de citoquinas utili-
zando células incubadas solo con Monensina
por 6 h. Luego del lavado, fijacion y permea-
bilizacion de las células (Solucion cytofix/
citoperm, Pharmingen) se realizo la tincién con
los anticuerpos anti-IFN-y conjugado con FITC
(Clon 4S.B3), anti-IL-12 conjugado con FITC
(Clon C11.5), anti-IL-4 marcado con PE (clon
8D4-8) o anti-IL-13 marcado con PE (Clon

0o

JES10-5A2) incubando 30 min a 4°C. Poste-
riormente las células se lavaron y se resuspen-
dieron en el buffer de citometria, el cual cons-
ta de PBS Dulbecco (Gibco BRL, Life
Technologies, Inc., Grand Island, NY), 1%SBF
y 0.1% de Azida de Sodio. El analisis se reali-
Z0 en un citometro de flujo (Epics XL, Coulter,
Miami, FL) equipado con un LASER de Argon
que emite luz a 488 nm. En cada experimento
se utilizaron controles de isotipos con el fin de
medir uniones inespecificas del AcMo a los
mononucleares de sangre periférica.

6. Analisis estadistico

Los promedios de los grupos fueron compara-
dos usando el test t de Student. También se
utilizo el andlisis de varianza (ANOVA) de una
via y el test de comparaciones multiples de
Newman-Keuls.

Resultados

1. Determinacion de la proliferacion
de las CMSP

Todos los individuos analizados respondieron
al estimulo con LTP con indices de prolifera-
cion mayores de 3 en el 50% de los casos. Sin
embargo, el indice de proliferacion fue menor
al observado con PHA con una diferencia
estadisticamente significativa (Intervalos de
confianza del 95%: 22.76 a 46.56 para PHA,
1.83 a 6.01 para LTP, p<0.001, Figura 1).

2. Expresion de CD69 en CMSP
infectadas con LS94

La expresion de marcador de activacion celu-
lar CD69 aumento significativamente después
de 24 horas de haber realizado la infeccion con
promastigotes vivos de L. (V.) panamensis (Fi-
gura 2). El mayor porcentaje de células CD69
positivas se obtuvo utilizando proporciones
célula:parasito entre 1:2 y 1:10 (Figura 2). La
expresion de CD69 disminuyé al utilizar ma-
yor cantidad de parasitos para realizar la in-
feccion observandose una curva dosis-respues-
ta caracteristica (Figura 2).
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Determinacion del nivel de proliferacion de las CMSP esti-
muladas con Fitohemaglutinina A (PHA 5mgsmi, 3 dias) o el
Lisado Total de Pardsitos (LTF, 50.000 parasitos/pozo, 6
dias) en individuos sanos con una prueba de Montenegro
negativa (M-) (n=186). Las barras indican el promedio de los
indices de proliferacion mas el error estandar de la media.
‘p<0.001 para la diferencia de los promedios entre los dos
estimulos.

Expresion de CD69 en CMSP infectadas con
Leishmania (Viannia) panamensis utilizando
diferentes proporciones parasito:célula.
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Las CMSP de individuos sanos Montenegro negativos fue-
ron estimuladas con promastigotes vivos de Leishmania
(Viannia) panamensis, ulilizando diferentes proporciones
celula:parasito y 20 h pos-estimulo se evalud el porcentaje
de expresion de la molécula CD69 como marcador de acti-
vacion por citometria de Flujo. Las barras indican el prome-
dio de los resultados de tres experimentos diferentes mas
el error estandar de la media. "p<0.05 para la diferencia de
los promedios entre las proporciones célula:parasito que in-
dican las lineas en la parte superior del gréfico.

La expresion de CD69 fue mayor a las 48 ho-
ras pos-infeccion (figura 3). Se observo ade-
mas que la mayoria de las células activadas
fueron células CD3 negativas y que se obtuvo
una mayor activacion (expresion de CD69) en
las células CD8+ que en las células CD4+ (Fi-
gura 3). Esta diferencia en la expresion de
CD69 entre las células CD4+ y CD8+ no fue
debida a un incremento en la proporcion total
de linfocitos T CD8+ sobre los CD4+ pues el
porcentaje de celulas positivas para estos mar-
cadores no se modifico durante el transcurso
de la infeccion (p>0.05, Figura 4).

3. Cinética de expresion de las
moléculas coestimuladoras CD28
y CD152 en CMSP estimuladas
con LS94

La expresion de CD28 fue constitutiva en
aproximadamente en el 60% de las células
mononucleares y se mantuvo constante hasta
las 72 horas pos-infeccién, momento en el cual
sus niveles empezaron a decaer (Figura 5).

Por el contrario, la expresion de CD152 (CTLA-
4) comenzo a las 24 horas pos-infeccion y con-
tinué en incremento hasta alcanzar su maxi-
mo nivel a las 72 horas, para mantenerse en
estos valores hasta las 144 horas pos-infec-
cion (Figura 5).

4. Cinética de produccion de
citoquinas en CMSP CD69
positivas, estimuladas con LS94

Se observé un incremento en el porcentaje de
celulas activadas (CD69 positivas) que produ-
cia tanto IFN-y como IL-12 intracelular a las 20
horas con una leve disminucion a las 48 horas
pos-infeccion. La mayor produccion de IFN-y e
IL-12 se detectd en un 4 y 3% de las células
respectivamente (Figura 6).

La produccion de IL-4 en IL-13 se detectd en
menos del 1% de las células en todos los tiem-
pos evaluados, con un ligero incremento en la
produccion de IL-4 a las 20 horas pos-infec-
cion (Figura 6).
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Cinética de expresion de CD69 en Linfocitos T CD3,
CD4 0 CD8 de CMSP estimuladas con promastigotes
de Leishmania (Viannia) panamensis
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Las CMSP de individuos sanos Montenegro negativos fue-
ron estimuladas con promastigotes vivos de Leishmania
(Viannia) panamensis a una proporcion parasito:célula de
10:1 v despues de diferentes tiempos pos-infeccion se de-
termino el porcentaje de expresion del marcador de acliva-
cion CD69 en CMSF totales (CD63), en linfocitos T (CD3/
CDE8), en células CD4 positivas (CD4/CD63) o en células
CD8 positivas (CD8/CDEY) utilizando tlincion de tres colo-
res por citometria de flujo. Los barras indican el promedio
de los resultados de tres experimentos diferentes mas el
error estandar de la media. "p<0.001 para la diferencia de
los promedios en estos liempos al compararia con la expre-
sion de estos marcadores a las 0 horas.

Porcentaje de Linfocitos T CD3/CD4 6 CD3/CD8 en
CMSP estimuladas con Leishmania (Viannia)

panamensis.
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Las CMSP de individuos sanos Montenegro negativos fue-
ron estimuladas con promastigotes vivos de Leishmania
(Viannia) panamensis a una proporcion parasito.célula de
10:1 y después de diferentes tiempos pos-infeccion se de-
termino el porcentaje de Linfocitos T CD4+ ¢ CD8+ utilizan-
do tincion doble por citometria de flujo. Las barras indican el
promedio de los resultados de tres experimentos diferentes
mas el error estandar de la media.

Discusion

La regulacion de la respuesta inmune contra los
parasitos del género Leishmania es un proceso
complejo que depende tanto de la especie del
parasito (aun entre organismos causantes de
Leishmaniasis cutanea) asi como del hospedero
que sufre la infeccion (5-7).

En el presente trabajo se caracterizaron algunos
parametros de la respuesta inmune celular du-
rante la infeccion in vitro por Leishmania (Viannia)
panamensis a partir de células mononucleares
de sangre periferica obtenidas de individuos no
expuestos. Los resultados obtenidos permiten
hacer varias anotaciones importantes:

Primero que todo es esencial resaltar la respuesta
proliferativa, la activacion y la produccion de
citoquinas en presencia de antigenos de Leish-
mania vista en las células de los individuos estu-
diados. En el estudio se incluyeron individuos sin
previa exposicion al parasito, un fenémeno evi-
denciado por una prueba de hipersensibilidad
retardada especifica para Leishmania (Prueba de
Montenegro o Leishmanina) negativa. Desde su
introduccion en 1926, la Prueba de Montenegro
(PM) ha sido ampliamente utilizada en los estu-
dios epidemiologicos reportando una sensibilidad
del 96-98% y una especificidad cercana al 100%
(2,11). Sin embargo, son pocos los reportes don-
de se correlaciona los resultados de esta prueba
con los observados con técnicas inmunolégicas
mas recientes como la citometria de flujo, las
cuales presentan una alta sensibilidad. En un
estudio realizado en un area endémica para la
infeccion por L. (L.) major donde se intentd
correlacionar los resultados de la PM con la res-
puesta linfoproliferativa a antigenos especificos
de Leishmania, se reporté una correlacion positi-
va entre el diametro de la induracion en la piel
en la PM y el indice de estimulacion en la
linfoproliferacion (12). Esta correlacién positiva
tambien la hemos observado en nuestros ensa-
yos al evaluar individuos con Leishmaniasis Cu-
tanea Localizada e Individuos sanos con una
prueba de Montenegro positiva cuyos indices de
proliferacion son mucho mas elevados que los
obtenidos en el grupo de individuos Montenegro
negativos (Datos no mostrados). Sin embargo,
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Expresion de moléculas coestimuladoras en las
CMSP estimuladas con LS94
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Las CMSF de individuos sanos Montenegro negativos fue-
ron estimuladas con promastigotes vivos de Leishmania
(Viannia) panamensis a una proporcion parasito.célula de
10:1 y despues de diferentes tiempos pos-infeccion se de-
terminé el porcentaje de células que expresaban CD28 (A)
o CD152 (B) por citometria de flujo. Los puntos indican el
promedio de los resultados de cinco experimentos diferen-
les +/ el error estdndar de la media. "p<0.001 para las
diferencias de los promedios de estos tiempos comparado
con los promedios de los demas tiempos pos-infeccion.

se confirma que en los individucs sin previa
exposicion al parasito puede presentarse una
respuesta /n vitro a promastigotes metaciclicos
de L. (V.) panamensis y que esta respuesta no
es debida a la utilizacion de una dosis excesi-
va de antigeno, pues aun a dosis bajas (pro-
porcion célula:parasito de 1:2) se presenta ac-
tivacion celular. Esta respuesta inespecifica
puede ser debida a la presencia de superan-
tigenos en la suspencion de promastigotes utili-
zada. Sin embargo, es poco probable que esta
reactividad se deba a componentes mitogénicos

Cinética de produccion de citoquinas en CMSP CD69
positivas, estimuladas con LS94
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Las CMSP de individuos sanos Montenegro negativos fue-
ron estimuladas con promastigotes vivos de Leishmania
{(Viannia) panamensis a una proporcion parasito.célula de
10:1 y después de diferentes tiempos pos-infeccion se de-
terminé el porcentaje de células CD69 (+) productoras de
cada una de las citoquinas evaluadas utilizando tincion do-
ble por citometria de flujo. Las barras indican el promedio
de Jos resultados de tres experimentos diferentes mas el
error estdndar de la media. P<0.05 para las diferencia de
los promedios en estos tiempos comparado con los prome-
dios de la produccion intracelular de esa citoquina a las 0,6
v 12 horas pos-infeccion.

(superantigenos) en las preparaciones de pa-
rasitos utilizadas puesto que la habilidad para
responder a L. (V.) panamensis no se observo
en todos los individuos evaluados. Se plantea
entonces que esta activacion celular en indivi-
duos no-expuestos a parasitos del Leishmania
puede ser debida a que estas células recono-
cen y reaccionan contra antigenos presentes
en la suspencion de promastigotes que son
compartidos con otros microorganismos a los
cuales estas personas han estado expuestas.
Entre estos antigenos de reactividad cruzada
podrian incluirse por ejemplo, las proteinas de
choque térmico (HSPs) las cuales han demos-
trado estar presentes en muchas células (in-
cluyendo a los parasitos del género Leishmania)
presentando una alta homologia inter-especie
(13).

Por otro lado, L. (V.) panamensis induce la
activacion de las CMSP evaluada como la ex-
presion del marcador CD69. El antigeno CD69

infechio
Vol. 5 - 2, 2001

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

i Trusio V.Cravom M., ET. AL

es uno de los marcadores de activacion mas
tempranos expresado en los linfocitos T y B,
celulas NK y monocitos después de la estimu-
lacién con una gran variedad de antigenos y
mitdgenos, asociandose con la elevacion en
los niveles de calcio intracelular y la activa-
cion de proteinas quinasas (14,15). Su expre-
sion después de una estimulacién mitogénica
es transitoria, alcanzando su maximo nivel a
las 12 horas y declinando luego de 36 horas
(16). Despues de la infeccion de las CMSP de
individuos sanos con paréasitos vivos de L. (V)
panamensis hemos observado que la expre-
sion de CD69 se hace evidente desde las 8
horas pos-infeccion (Datos no mostrados) al-
canzando su pico maximo a las 48 horas, mo-
mento en el cual sus niveles empiezan a decli-
nar. Esta expresion es retardada al comparar-
la con la cinética ya mencionada durante la
estimulacion mitégenica, sin embargo nuestros
resultados son coherentes si se considera que
los mitogenos inducen una activacion policlonal
inespecifica y mucho mas acelerada que la
estimulaciéon a través del complejo HLA-
peptido-TCR.

Algunos autores sugieren influencias en la dis-
tribucion de CD69 en los subgrupos de linfocitos
dependiendo del estimulo (14-17). Nuestro
estudio demuestra una mayor activacion en
células T CD8+ comparadas con las CD4+ lue-
go de la infeccion con el parasito, sugiriendo
un papel importante de estas células en la res-
puesta inmune inicial contra Leishmania. Las
publicaciones al respecto ofrecen resultados
contradictorios. Mientras en un trabajo realiza-
do en pacientes con Leishmaniasis cutanea
causada por L. (V.) braziliensis se observo un
incremento de la subpoblacion de linfocitos T
CD8+ con especificidad para el parasito des-
pués de un tratamiento leishmanicida efectivo
sugiriendo un papel protector (18), en otros
estudios se demuestré la presencia de células
T CD8+ citotoxicas especificas contra el para-
sito en pacientes con Leishmaniasis mucosa,
una forma altamente destructiva de la enfer-
medad, mas no en pacientes con Leishmaniasis
cutanea (19-20). Es posible que las células T
CD8+ especificas contra Leishmania puedan

participar en la defensa ya sea por medio de la
produccién de IFN-y o de su respuesta
citotoxica, pero que su actividad exagerada
pueda de otro lado conducir a la destruccion
de tejidos.

Adicionalmente, llama la atencion el hecho de
que el mayor porcentaje de células activadas
no son linfocitos T CD3 positivos. Este porcen-
taje puede representar monocitos activados
que son la célula blanco de la infeccién por el
parasito o células NK, las cuales han demos-
trado ser importantes en la respuesta inmune
innata contra Leishmania (21-23).

Por otra parte evaluamos la expresion de CD28
y CTLA-4 (CD152) en las CMSP infectadas.
La cinética de expresion de estas moléculas
en el transcurso de la infeccion por Leishmania
es similar a la reportada con otros antigenos
(21). EI CD28 es una glicoproteina que se ex-
presa constitutivamente en aproximadamente
el 70% de las células T humanas y cuyos nive-
les permanecen constantes después de un es-
timulo especifico, disminuyendo levemente a
las 96 horas. Por el contrario, CTLA-4 no se
expresa constitutivamente en el linfocito T, sus
niveles aumentan en el momento en que los
niveles de CD28 se regulan negativamente
(21). La cinética de expresién de estas molé-
culas sugiere papeles opuestos en la respues-
ta inmune atribuyéndosele a CD28 un papel
coestimulador fundamental -para la respuesta
del linfocito T y a CTLA-4 una funcién regu-
ladora negativa para la activacion de esta mis-
ma celula (21). Asi mismo se ha sugerido que
CD28 es esencial para la generacion de célu-
las productoras de IL-4 favoreciendo un perfil
Th2 de respuesta inmune (4). Seria muy im-
portante estudiar el nivel de expresion de
estas moleculas en individuos susceptibles y
resistentes a la infeccién por Leishmania con
el proposito de determinar si su expresion en
el linfocito T se correlaciona con el resultado
de la infeccion.

Por dltimo, evaluamos la produccién de cito-
quinas intracelulares en las células activadas
después del reto con el parasito. Observamos

infectio o0 e
Asociacion Colombiana de Infeclologia

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA INMUNE CELULAR DURANTE LA INFECGION Iv ViTRo FoR Leisrvania (Viannia)

niveles detectables de IFN-y e IL-12, sin em-
bargo la expresion de IL-4 e IL-13 intracelulares
fue muy baja, un dato que hemos confirmado
en los sobrenadantes de los cultivos (Datos no
mostrados). Este hallazgo confirma evidencias
en el modelo murino gque demuestran la im-
portancia de la dos primeras citoquinas men-
cionadas en la induccion de una respuesta in-
mune efectiva contra el parasito (24-27).

Entonces, de acuerdo con los hallazgos discu-
tidos anteriormente, en este estudio se mues-
tra como las CMSP de individuos sin previa
exposicion al parasito pueden responder a la
infeccion con Leishmania (Viannia) panamensis
in vitro tal como se ha reportado para otras
especies de [eishmania. Estos estudios per-
miten un mayor conocimiento de los eventos
que desencadena la infeccion con el parasito
en el humano, informacién de vital importan-
cia para definir los efectos que produce en el
organismo la aplicacion de los extractos o
antigenos del parasito utilizados como vacu-
nas y precisar su eficacia real de una manera
menes empirica a la realizada hasta el momen-
to (28,29). Todavia tenemos mucho camino por
recorrer en el estudio de la respuesta inmune
durante la Leishmaniasis, sin embargo, estos
hallazgos contribuyen al conocimiento de los
eventos que desencadena la infeccion por
Leishmania en el ser humano y permiten plan-
tear trabajos posteriores que impliquen avan-
ces en la lucha por la eliminacion de esta en-
fermedad tropical, uno de los objetivos. &

Abstract

Overview: previous evidence suggests that
cells from normal non-Leishmania-exposed
individuals could respond in vitro to Leishmania
stimulation. Objective: to characterize the
human cellular immune response during
Leishmania (Viannia) panamensis in vitro
infection in unexposed individuals. Study
population and methods: pheripheral blood
mononuclear cells from 16 healthy individuals
having a negative Montenegro skin test
(leishmanin) were infected with live metacyclic
promastigotes from L. (V) panamensis. The

membrane expression of CD69/CD3-CD4-CDS8,
CD28 and CD152 was analyzed. In addition,
intracellular production of IFN-v, IL-12, IL-4 and
IL-13 was studied after several times post-
infection. Results: the greatest expression of
CD69 using a cell:parasite ratio of 1:10 was
obtained at 48 hours pos-infection. The
activation level of CD8+ cells was greater than
in CD4+ cells. However, CD3-negative cells
presented the strongest activation levels after
the infection. The membrane expression of
CD28 did not change during the infection in vitro
but CD152 expression increased until 120 hours
post-infection. Intracellular production of IL-4
e IL-13 was detected in less than 1% of infected
cells. Intracellular IFN-yand IL-12 was observed
in 4% and 3% of infected cells respectively,
with greater levels at 20 hours post-infection.
Conclusions: it was observed that healthy
donors with not previous evidence of exposure
to Leishmania antigens presented proliferative
response, cellular activation and cytokine
production after Leishmania challenge
suggesting a cross-reactivity with other antigens

or the presence of classical mitogenic .

components of the promastigote preparation.
Key words: Leishmania, T lymphocyte.
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