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El papel de las subpoblaciones de células TCD4",
Th1 y Th2, ha sido bien estudiado en la infec-
cion por Leishmania major en el modelo murino
experimental. Las cepas singénicas de ratones
que desarrollan el fenotipo Th1 (células que

secretan principalmente IL-2, IFN-y y TNF-33) son

resistentes a la infeccion por este protozoo. En
contraste, las que desarrollan el fenotipo Th2
(células que secretan principalmente IL-4, IL-5,
IL-6, IL-10 e IL-13) son susceptibles a ella. Los
estudios recientes indican que la IL-4 es una
sefial esencial en la estimulacion primaria y ma-
duracion de las células Th2, mientras que IL-12
permite la maduracion de las células Th1.
Adicionalmente, IL-4 e IFN-y ejercen efectos re-
guladores opuestos sobre las células Th1y Th2
respectivamente. Por otra parte, varios estudios
han establecido claramente que la subpoblacién
de linfocitos TCD8* también contribuye a la re-
solucion de la enfermedad y la resistencia con-
tra la reinfeccion en leishmaniosis cutanea. En
los humanos, aunque la respuesta inmune diri-
gida contra el parasito es menos polarizada que
en el ratén, se ha evidenciado una clara tenden-
cia hacia la produccion del fenotipo Th1 en las
formas menos severas de la enfermedad. La
identificacion de subpoblaciones de céluias T
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humanas que se correlacionen con susceptibili-
dad o resistencia a la infeccion podria ayudar al
desarrollo de ensayos in vitro para identificar
antigenos de Leishmania que estimulen unares-
puesta inmune protectora y que puedan evaluar-
se como candidatos en el desarrollo de una va-
cuna capaz de controlar la infeccion.

PALABRAS CLAVE
LEISHMANIOSIS CUTANEA
CELULAS T CD4*
CELULAS Th1

CELULAS Th2

a entidad clinica conocida como Leishmaniosis,
L un problema de salud publica mundial, es una
infeccién causada por protozoos parasitos del ge-
nero Leishmania (1). En el ciclo de vida caracteristico
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de estos parasitos, el vector hembra infectado (insec-
tos flebotomineos) transmite los promastigotes, que son
la forma flagelada del parasito, al hospedero mamife-
ro cuando se alimenta de su sangre. Los promastigotes
entran a las células del sistema fagocitico-mononuclear
y alli se transforman en amastigotes, forma oval no
flagelada del parasito, que sobreviven y se replican ac-
tivamente dentro de la vacuola parasitéfora causando
lisis de la célula; una vez libres pueden diseminarse y
parasitar otras células no infectadas. Las células in-
fectadas son ingeridas nuevamente por el vector al ali-
mentarse de la sangre del mamifero que pica para asi
iniciar un nuevo ciclo en el vector.

La enfermedad se divide tradicionaimente en dos
sindromes : Leishmaniosis cutanea y Leishmaniosis
visceral. Entre las diferentes formas de infeccidn cuta-
nea por Leishmania en el humano encontramos la
Leishmaniosis cutanea localizada, la cutaneadifusay
la mucocutanea. Adicionalmente, existe una gran can-
tidad de individuos que a pesar de haber desarrollado
una respuesta inmune especifica contra el parasito evi-
denciada por una reaccion positiva de hipersensibili-
dad retardada (Prueba de Montenegro) no desarrollan
ningun tipo de manifestacion clinica (2). Este amplio
espectro de manifestaciones clinicas permite suponer
que en una poblacién dada, individuos infectados con
una misma especie del parasito presenten diferentes
patrones de susceptibilidad a la infeccidn y ha llevado
amuchos investigadores a estudiar los posibles even-
tos determinantes de esta susceptibilidad o resisten-
cia (3-6).

En el microambiente celular existen muchos fac-
tores que determinan la posibilidad de que un agen-
te infeccioso tenga acceso a su hospedero y per-
petie en él su ciclo biologico.

Estos factores forman parte de las condiciones
socio-ecoldgicas en las cuales se encuentra
inmersa la poblacion y de las caracteristicas biolo-
gicas del parasito o el hospedero; todos estos ele-
mentos se interrelacionan para dar como resultado
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final diferencias en los patrones de susceptibilidad
o resistencia a una determinada infeccion.

Ademas de las condiciones ambientales que fa-
vorecen la transmision de la infeccion y el desarro-
llo de la enfermedad, el parasito esta dotado de di-
Versos mecanismos que le permiten sobrevivir den-
tro de las células del hospedero. Uno de los meca-
nismos implicados en_la supervivencia del
promastigote luego de ser inoculado en el tejido del
hospedero es la elongacion del glicoconjugado mas
importante de la superficie del parasito, el
lipofosfoglicano o LPG. Esta elongacién permite la
insercion del complejo de ataque de membrana ge-
nerado por la activacién del complemento lejos de
fa membrana celular del parasito protegiendo a las
formas metaciclicas o infectivas de la lisis mediada
por complemento (7). Adicionalmente, esta molé-
cula junto con otros ligandos como la glicoproteina
gp63 de la superficie del parasito, median la unién
y posterior entrada del promastigote al macréfago.
Por ejemplo, el LPG es aceptor de algunas molécu-
las del complemento tales como C3b y C3bi, lo que
implica a CR1 y CR3 que son receptores para es-
tas fracciones del complemento en la superficie del
macrofago, como receptores también para las for-
mas metaciclicas del parasito (3). Esta interaccion
del parasito con moléculas de la superficie del
macréfago parece ser muy importante para la mo-
dulacion de una respuesta inmune especifica; por
ejemplo, recientemente se ha reportado que la pro-
duccién de IL-12, una citocina crucial para la ini-
ciacion de la inmunidad mediada por células, es
inhibida por la unién de ligandos a CR3 (8).

Ya dentro de las células del hospedero el
amastigote necesita protegerse de las moléculas
antimicrobianas toxicas tales como las especies
reactivas del oxigeno (O,, H,0,) o el 6xido nitrico
presentes en la vacuola parasitofora.
Glicoinositolfosfolipidos de la superficie de L. major
y la molécula KMP-11 asociada a LPG se han impli-
cado en la regulacién negativa de la actividad de la
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sintetasa inducible del 6xido nitrico (iNOS) en
macréfagos murinos infectados (7). Adicionalmente,
el parasito secreta gran cantidad de enzimas y pro-
ductos que inhiben la accion de los radicales de
oxigeno y el peroxido de hidrogeno. Todos estos
mecanismos hacen posible la persistencia y
replicacion del parasito dentro de las células infec-
tadas.

Simultaneamente con estos mecanismos de res-
puesta inmune inespecifica del hospedero, el
macréfago infectado empieza a procesar los
antigenos parasitarios para presentarlos en su su-
perficie en el contexto de las moléculas del com-
plejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | o
I a los linfocitos TCD8* 0 TCD4*, respectivamente,
para que de esta manera se establezca una res-
puesta inmune especifica.

Con respecto a esta respuesta, se distinguen dos
grupos principales de células TCD4* con base en
su patrén de produccion de citocinas (9). Las célu-
las Th1, que secretan principalmente interleucina 2
(fL-2), interferén y (IFN-y) y factor de necrosis
tumoral B (TNF-B), han mostrado que juegan un
papel muy importante en la respuesta inmune me-
diada por células contra patégenos intracelulares.
Por su parte, las células Th2 secretan principalmen-
te IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 y estan implicadas
en la respuesta inmune humoral contra patégenos
extracelulares (9). Se ha estudiado bien el papel
de estos subgrupos de células TCD4* en la infec-
cion por Leishmania major en el modelo murino ex-
perimental (10). De manera interesante, diferentes
cepas singénicas de ratones infectados con este
parasito reproducen un espectro similar de la in-
feccidn al visto en el humano que puede ser atri-
buido a la expansion diferencial de las células Th1
o Th2. Las citocinas producidas por las células Th1
estan asociadas con resistencia a la infeccion.

Las cepas de ratones que desarrollan este
fenotipo, como por ejemplo los ratones C57BL/6,
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C3HeB/Fed, B10.D2 y CBA/J, después de la infec-
cion desarrollan lesiones localizadas que se
autorresuelven y que confieren resistencia a la
reinfeccién (10). En contraste, las citocinas produ-
cidas por las células Th2 se han asociado con sus-
ceptibilidad a la infeccion. La cepa de ratones BALB/
¢ desarroila este fenotipo después de la infeccion
dando como resultado una enfermedad visceral di-
seminada que finaliza en muchos casos con la
muerte del animal entre las doce y catorce sema-
nas (10).

Estas evidencias experimentales hacen que el
entendimiento de los mecanismos de diferenciacion
de las células Th sea fundamental para la manipu-
lacion terapéutica del fenotipo de citocinas o el di-
sefio de vacunas en la enfermedad.

Estudios recientes indican que la IL-4 parece ser
esencial en la estimulacion primaria y la madura-
cion de las células Th2, mientras que la IL-12 per-
mite la maduracién de las células Th1 (11).
Adicionalmente, IL-4 e IFN-y ejercen efectos regu-
ladores opuestos en las células Th1y Th2 respec-
tivamente (12).

La IL-12 es una citocina heterodimérica produ-
cida por macréfagos, células dendriticas y células
B. Esta citocina aumenta la produccion de IFN-y por
las células NK y las células T y tiene efecto
estimulador en la citotoxicidad de las células NK
(13). La IL-12 parece conferir proteccion contra
Leishmania suprimiendo la produccion de IL-4 y la
diferenciacion Th2 (14). Adicionalmente, se ha mos-
trado que la IL-12 es crucial en el control y la cura-
cion de las infecciones por L. major ya que el trata-
miento con anti-IL-12 de ratones resistentes a la
infeccion los vuelve susceptibles (15). Ademas, la
IL-12 usada sola o0 en combinacion con antigenos
de Leishmania estimula el desarrollo de una res-
puesta tipo Th1 en ratones BALB/c susceptibles
(16). En contraste, la IL-12 sola es incapaz de pre-
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nes cuando el tratamiento se inicia luego de la pri-
mera semana de infeccion (15). Estas observacio-
nes reflejan el papel fundamental de fa IL-12 en el
desarrollo de resistencia a la enfermedad y sugie-
ren la evaluacion de esta citocina en inmunoterapia
especifica teniendo en cuenta su inhabilidad para
conferir proteccion cuando la infecciéon ya se ha
establecido completamente.

De otro lado, se ha demostrado que, a diferen-
cia de los ratones C57BL/6, los BALB/c presentan
una gran produccion de IL-4 durante la fase tem-
prana de la infeccion y se piensa que esta citocipa
es responsable de la expansion de células Th2 &n
dichos ratones; la neutralizaciéon de esta citocina
con anticuerpos especificos o receptor de IL-4 so-
luble confiere proteccién. Se han postulado algu-
nas poblaciones de células T CD4* especificas (NK
1.1°) como responsables de la produccién de IL-4
después de la infeccion con L. major (17) ; el me-
canismo responsable de su produccién temprana
parece ser la ausencia en la produccion de IL-12 0
la supresion de las funciones efectoras de esta
citocina por parte de otras citocinas tales como
TGF-b e IL-10 cuya expresion estad aumentada en
las células de ratones BALB/c (13,18) . Sin embar-
go, la fuente celular inicial de produccion de IL-4 y
el mecanismo de regulacién positiva no se cono-
cen con exactitud (13,14). ’

Otra de las citocinas implicadas en la proteccion
contra microorganismos intracelulares es el IFN-y
que es capaz de aumentar la transcripcion de iINOS
y la liberacion de Oxido Nitrico en macréfagos
murinos estimulados (19). El IFN-y juega un papel
importante en el desarrollo de células Th1 en rato-
nes resistentes ya que el tratamiento con anti-IFN-
y o la eliminacion del gen del IFN-y o de su recep-
tor (IFN-yR) dan como resultado el desarrollo de
Ulceras cutaneas severas y la visceralizacion del
parasito (20). Sin embargo, El [FN-y no es suficien-
te como un mediador soluble de la activacién de
las células T para inducir proteccién en ratones
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BALB/c susceptibles ya que, a diferencia de la IL-
12, ni la dosis Unica ni la liberacién sostenida de
[FN-y hasta por 6 semanas en estos ratones es ca-
paz de revertir el curso progresivo de la enferme-
dad (21). Entonces la carencia en la produccién tem-
prana de IFN-y no parece ser la razén del fenotipo
Th2 debido tal vez a que IFN-y no inhibe la trans-
cripcion de 1L-4 (10).

Por otra parte, ademas de diferenciarse por su
patrén de linfocinas producidas, las células Th1 y
Th2 posiblemente también puedan diferenciarse por
la expresion de ciertos marcadores sobre su super-
ficie. Al respecto, una de las moléculas implicadas
es el CD30, miembro de la superfamilia del recep-
tor para TNF y que es un marcador de activacién
de los linfocitos T. Un estudio con clonas de célu-
las T humanas revelé que CD30 era expresada
preferencialmente en clonas de células Th2.
Adicionalmente, la activaciéon de Th2 y ThO pero no
de Th1 dio como resultado la liberacion de cantida-
des detectables de sCD30 en los sobrenadantes de
los cultivos (22).

Una molécula que recientemente ha sido impli-
cada como marcador de las células Th1 es la
subunidad b2 del IL-12R. Hasta ahora dos
stbunidades de IL-12R han sido identificadas : IL-
12Rb1 e IL-12Rb2. Esta dltima, a diferencia de la

b1 contiene residuos de tirosina en su dominio

cifoplasmatico y parece ser el componente de se-
fializacion de IL-12R. Estudios in vitro revelaron que
la expresion de RNAm para IL-12Rb1 era similar
tanto en células Th1 como'en células Th2 humanas
mientras que el RNAm para IL-12Rb2 se expresaba
s6lo en células Th1 y su produccion era estimulada
por la presencia de IL-12 (23). La expresion de este
receptor no sélo es un indicador de la presencia de
células Th1 sino que ademas puede permitir la mo-
dulacién positiva de esta poblacién celular; por lo
tanto, la posibilidad de estimular la expresién in vivo
de estas moléculas de superficie podria tener
implicaciones en la manipulacion terapéutica de la
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Leishmaniosis suministrando otra herramienta para
el control de la enfermedad.

Por otra parte, la respuesta de células TCD8*
también puede ser discriminada segun su perfil de
produccion de citocinas en patrones que se ase-
mejan a células Th1 o Th2 (24). Un cuerpo crecien-
te de evidencias ha establecido claramente que la
subpoblacion de finfocitos TCD8* también contribu-
ye a la resolucién de la enfermedad y a la resisten-
cia contra la reinfeccion en Leishmaniosis cutanea.
La eliminacion de las células TCD8* evita la res-
puesta curativa inducida en ratones BALB/c des-
pués de tratamiento con anti-iL-4. Ademés, la habi-
lidad de las células T de ratones BALB/c curados
para secretar IFN-y, IL-2 y TNF-a se redujo
significantemente después de eliminar las células
TCD8- (25). En humanos, la efectividad del trata-
miento en pacientes con leishmaniosis cutanea cau-
sada por L. braziliensis se ha asociado con un au-
mento en el porcentaje de células TCD8* en culti-
vos estimulados con antigeno (4). Esto sugiere que
cualquier antigeno candidato para una vacuna en
Leishmanibsis debera inducir una respuesta de cé-
lulas TCD8 en asociacion conlas células T TCD4,
de manera que pueda provocar una respuesta in-
mune efectiva para controlar la infeccion.

A pesar de que se tiene una gran cantidad de
informaciéon sobre la respuesta inmune en
Leishmaniosis cutanea en el modelo murino, son
pocos los trabajos que se han realizado en la ca-
racterizacion de la respuesta inmune de linfocitos
TCD4~ dirigida contra el parésito en el ser humano
y su relacion con las diferentes formas de presen-
tacion clinica de la enfermedad. Los resultados de
varios estudios sugieren que aunque la produccién
de citocinas en las diferentes formas de presenta-
cion clinica de la infeccidn es menos polarizada que
en el raton, existe una clara tendencia hacia la pro-
duccién de citocinas propias dei perfit Th1 en las
formas menos severas de la enfermedad (5,6). Sin
embargo, existen muchos interrogantes en cuanto

.
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al fenotipo de respuesta de linfocitos TCD4*y célu-
las TCD8* en los individuos resistentes a la infec-
cién (personas con prueba de Montenegro positiva
que no desarrollan ninguna manifestacion clinica).
La informacién resultante de estas investigaciones
podria permitir identificar subpoblaciones de cé-
lulas T reactivas para Leishmania en individuos sus-
ceptibles y resistentes a la infeccién. Ademas, es-
tos resultados podrian ayudar al desarrollo de en-
sayos in vitro para identificar antigenos de
Leishmania que estimulen una respuesta inmune
protectora y que puedan evaluarse como candida-
tos en el desarrollo de una vacuna capaz de con-
trolar la infeccion.

SUMMARY
IMMUNE RESPONSE OF T CELLS IN
CUTANEOUS LEISHMANIOSIS

The role of TCD4" cell subsets, Th1 and Th2,
has been studied in the infection by Leishmania
major in the murine model. The development of
the Th1 phenotype in inbred strains of mice (cells
that mainly secrete IL-2, IFN-y and TNF-f3) are
associated with resistance to L. majorinfection.
In contrast, Th2 phenotype (cells that mainly
secrete IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 and IL-13) are
associated with susceptibility to the infection.
Recent data suggest than IL-4 appears to be
essential for the priming and maturation of Th2
cells while IL-12 enhances the maturation of Th1
cells. In addition, IL-4 and IFN-y exert opposite
regulatory effects on Th1 and Th2 cells,
respectively. Recent findings have clearly
established that the CD8* T cell subpopulations also
contribute to the resolution of the disease and
resistance against infection. In humans, although
the specific immune response against the parasite
is less polarized than in mice, there is a clear
tendency to the development of the Th1 phenotype
in the mild forms of cutaneous infection.

Identification of specific Leishmania-reactive
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T cell subpopulations in susceptible and
resistant individuals should lead to the
development of appropriate in vitro assays that
could be used for the identification of Leishmania
antigens against which a protective immune
response is elicited to test as potential vaccine
candidates.
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