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Inmunidad humoral y celular
en la leishmaniasis cutanea

Fabiola Montoya, Marcos Restrepo, Maria Eugenia Gomez

Se estudiaron 51 pacientes con lesiones cuta-
neas de leishmaniasis comprobada parasitolé-
gicamente. Cada uno de ellos fue evaluado
inmunolégicamente con: poblaciéon de linfoci-
tos T y B, pruebas de hipersensibilidad retar-
dada con fitohemaglutinina, candidina, tuber-
culina y leishmanina, titulo de anticuerpos por
inmunofluorescencia indirecta, cuantificacion
de IgG, IgA e IgM, dosificacion de complemen-
to sérico total y fracciones C3 y C4 y prueba
cualitativa del nitroazul de tetrazolium (NBT).

Se encontré que los pacientes tenian una
depresion parcial de las células T y de su fun-
cion en la inflamacién no especifica. Esta in-
munodepresion no alcanzé a bajar la hipersen-
sibilidad cutanea tardia al antigeno de Leish-
mania. No se encontré alteracion en la inmuni-
dad mediada por anticuerpos ni en el sistema
del complemento. La 6xido-reducciéon intrace-
lular evaluada por el NBT estuvo aumentada.

INTRODUCCION

La leishmaniasis cutdnea es una infeccion cau-
sada por varias especies del género Leishmania,
que invaden y crecen dentro de los macréfagos de
los huéspedes mamiferos. En Colombia se han
identificado dos especies: Leishmania brazilien-
sis 'y Leishmania mexicana, que tienen varias sub-
especies y comprometen principalmente la piel y,
algunas de ellas, las mucosas. La evolucion cli-
nica de la enfermedad es cronica, persistiendo las
lesiones durante meses o afios; en algunos casos
puede ocurrir una diseminacidn linfatica y en otros,
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por el contrario, evolucionar hacia la curacion
espontanea (1). La presencia de los parasitos den-
tro de los macréfagos sugiere que la inmunidad
celular juega un papel importante en la defensa
del huésped, aunque el parésito tiene la propiedad
de evadirla accion destructiva de las células fago-
citicas del huésped (2, 3). La inmunidad humoral
también participa en la respuesta inmune, pues es
posible detectar anticuerpos (4). El presente traba-
jo trata de identificar algunas de las principales
variaciones de la inmunidad humoral y celular en
pacientes con leishmaniasis cutanea.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 51 pacientes con lesiones cuta-
neas de leishmaniasis comprobada parasitolégica-
mente. A cada uno de ellos se le realizaron los
siguientes exdmenes de laboratorio:

Frotis. En el reborde de la lesion se hizo una
incision con bisturi para raspar el tejido y obtener
los histiocitos con los pardsitos. Una vez seca la
preparacién se tild6 con colorante de Wright. La
lectura se hizo con objetivo de 100X y se busca-
ron las formas de amastigotes (5).

Cultivos. Material obtenido de la misma inci-
sién se sembro en la fase liquida del medio de
Novy, Neal y Nicolle, conocido comuinmente
como medio de las 3N. Después de seis dias se
buscaron los promastigotes al microscopio (1).

Biopsia. Utilizando un sacabocado para biop-
sia de 4 mm se tomo del reborde de la lesion un
fragmento de tejido, se procesé por las técnicas
comunes de histopatologia y con coloracién de
hematoxilina-eosina. Alli se buscaron los amasti-
gotes y el tipo de reaccidn inflamatoria.

Prueba de Montenegro. Se inyectd por via in-
tradérmica 0.1 ml de antigeno, compuesto por una
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suspensién de dos millones de promastigotes por
ml. Se utilizé una cepa de L. braziliensis. La lec-
tura se hizo determinando el area de induracion a
las 48 horas; 5 mm o mas indicaban que la prueba
de hipersensibilidad tardia era positiva (6).

Inmunofluorescencia indirecta. Siguiendo la
técnica de Restrepo y Gomez (7) se utilizé6 como
antigeno, promastigotes de cultivo de L. brazilien-
sis. El suero se diluy6 progresivamente y los anti-
cuerpos del paciente se identificaron con un con-
jugado fluorescente antihumano, determinando
que titulos por encima de 1:8 se consideraron sig-
nificativos.

Recuento de linfocitos T. De la sangre total se
separaron los linfocitos por medio de gradientes
de densidad con Ficol-Hypaque (8). A los recep-
tores de los linfocitos T se fijan los eritrocitos de
camero sensibilizados previamente con 2-amino-
etilhidrobromuro (AET) y luego se hace el re-
cuento de las rosetas T (9).

Recuento de linfocitos B. Los linfocitos, sepa-
rados de la sangre en la misma forma, se coloca-
ron con eritrocitos de raton, que al formar rosetas
identificaban la poblacion de linfocitos B (10,11).

Pruebas de hipersensibilidad retardada. Para
averiguar la respuesta inflamatoria mediada por
células, ademas de la prueba de Montenegro, se
aplicaron intradermorreacciones con fitohemaglu-
tinina (PHA), candidina y tuberculina (PPD). La
lectura se hizo para las dos primeras pruebas a las
24 horas y para la tuberculina a las 72 horas (12).

Cuantificacion IgG, IgA e IgM. Se cuantifica-
ron los niveles séricos de estas tres inmunoglobu-
linas, siguiendo la técnica de Mancini de la inmu-
nodifusion radial (13).

Dosificacion de complemento sérico total. Con
la técnica del 50% de hemolisis adaptada para
suero humano por Restrepo y Bustamante (14), se
determinaron las unidades CH50 por ml de suero.

Cuantificacion de los componentes C3 y C4.
Empleando la misma técnica de inmunodifusion
radial de Mancini, se determinaron los niveles sé-
ricos de estos dos componentes del complemento
(13).

Prueba de NBT. La reaccion cualitativa de la
reduccidon de nitroazul de tetrazolium, se hizo con
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leucocitos polimorfonucleares del paciente, detec-
tando las células con depdsito de formazan que
indica la transformacién del colorante por la re-
duccion (15).

RESULTADOS

La distribuciéon por edad y sexo de grupos de
pacientes estudiados se observa en la Tabla 1. El
80.4% fueron del sexo masculino; de éstos se re-
salta que la edad més afectada estuvo entre 20 y
39 anos, grupos etareos que comprendieron 54.9%
del total de los pacientes. Entre los hombres con
la enfermedad se encontré que 23.5% eran agri-
cultores que por motivo de su trabajo entraban a
las areas donde habitan los vectores infectados.
El oficio que siguidé en frecuencia fue de minero
con 17.7%. El resto de individuos infectados estu-
vo conformado por personas con actividades dife-
rentes, que no tenian un riesgo especial por causa
de su trabajo, pero que ocasionalmente ingresa-
ron a zonas boscosas en donde adquirieron la in-
feccidon, como: estudiantes, choferes, soldados, etc.
En las mujeres la infeccidén fue mucho menor, sien-
do afectadas principalmente las que tenian una
edad entre 10 y 19 afios, quienes en algunas oca-
siones llegaban hasta los sitios donde existe el
vector. Es importante anotar que en algunas regio-
nes las casas estan cercanas a las zonas boscosas,
lo cual hace que el vector pueda transmitir la in-
feccion en el 4rea peridomiciliaria; esto explica

Tabla 1. Leishmaniasis cutdnea, distribucidn por edad y sexo.

Sexo
Edad Masculino Femenino Total
No. % No. %

<10 1 1.9 3 57 4
10-19 6 113 6 11.7 12
20-29 20 37.7 2 38 22
30-39 6 11.3 0 0 6
40-49 3 57 0 0 3

>50 6 113 0 0 6
Total 42 79.2 11 212 53




102

F. Montoya y cols.

Tabla 2. Leishmaniasis cutdnea, inmunidad celular Tabla 3. Leish iasts cutd idad humoral.
T. evolucién (meses) | Nimero de lesiones T. evolucién (meses) | Nimero de lesiones

Prueba <l 1-2 >2 1 2 3 | Miiltiples Prueba <1 1-2 2 1 2 3 | Madltiples

x x X x X x x X X x X x x x
Linfocitos % 35 32 34 |33 34 33 32 Linfocitos B % 6 7 7 7 8 5 6
Linfocitos T % 37 42 41 |41 40 40 43 Ig G (mg/dl) 1900 1857 1802 (1715 1643 1604 2098
Fitohemaglut. mm| 11 12 12 |12 15 10 11 | IgA (mg/dl) 92 161 183 |121 225 176 i)
Candidina mm 7 ] 5 5 10 6 5 IgM (mg/dl) 200 238 162 (201 216 186 210
Tuberculina 11 3 2 4 5 3 1 Ac.LF. 1:32 1:64 1:32 (1:32 1:32 1:32( 1:128
Montenegro mm 9 10 13 12 11 11 11

por qué los menores de edad, amas de casa y otras
personas pueden adquirir la enfermedad sin en-
trar necesariamente al bosque.

En cuanto a localizacién anatomica las lesio-
nes predominan en las extremidades superiores e
inferiores y la cara sigue en frecuencia. En 15
pacientes (29.4%) se logré palpar las cadenas de
linfoadenitis que indicaban una diseminacion de
tipo linfatico.

El tiempo de evolucion de la enfermedad varid
entre 15 dias y ocho meses, siendo la mas comun
alrededor de dos meses. Un poco més de la mitad,
52.9%, presentaron una sola lesién y 19.6% tuvie-
ron mas de tres, es decir, multiples.

Al analizar los resultados de las pruebas de
inmunidad celular (Tabla 2) llama la atencién la
disminucion de linfocitos T, ya que en personas
normales siempre se encuentran entre 60 y 75%;
en cambio en los pacientes con leishmaniasis cu-
tanea la media vario entre 37 y 43%. No se encon-
traron diferencias significativas ni con el tiempo
de evolucion ni con el nimero de lesiones. La fito-
hemaglutinina que normalmente presenta reaccio-
nes con induraciéon mayor de 24 mm, en nuestros
pacientes aparece con una media de 12 mm. Los
demas hallazgos que aparecen en el cuadro no
muestran cambios significativos en relaciéon con
individuos normales.

La inmunidad humoral (Tabla 3) no presenta
alteraciones significativas en relacién con los in-
dividuos normales. Igual ocurre con los resulta-
dos del complemento sérico. Por el contrario, la

prueba del NBT, que tiene una normalidad de 1 a
14%, aparece moderadamente elevada en los pa-
cientes con leishmaniasis (Tabla 4).

Tabla 4. Leishmaniasis cutinea, complemento sérico y prueba de NBT.

T. evolucién (meses) | Nidmero de lesiones

Prueba <1 1-2 >2 1 2 3 | Miiltiples

x x x x x x x
C” Total (Uni-
dades CH,0) 267 200 194 221 178 221 170
C3 (mgs %) 172 136 144 |227 119 139 143
C4 (mgs %) 33 36 36 51 24 33 42
NBT (1 - 14%) 21 24 21 23 24 21 21

DISCUSION

La respuesta de la inmunidad celular del hom-
bre contra la infeccidon por leishmania puede com-
portarse en una de dos formas (16): a) con una
reaccion de hipersensibilidad tardia, como ocurre
normalmente en las infecciones por L. brazilien-
sis, L. mexicana y L. tropical, y b) con la ausencia
de la reacciéon de hipersensibilidad cutanea, es
decir, con un estado de anergia, como ocurre en
infecciones por L. mexicana, L. Donovani y L.
aethiopica.

La respuesta de hipersensibilidad en los pacien-
tes estudiados por nosotros estd incluida en el pri-
mer grupo, evidenciado por la buena respuesta al
antigeno de Montenegro, no obstante la disminu-
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cién en la respuesta de otras pruebas de hipersen-
sibilidad, principalmente fitohemaglutinina. La
disminucion de los linfocitos T esta estrechamen-
te correlacionada con la baja respuesta a la fitohe-
maglutinina. Como indican estos resultados, exis-
te una inmunodepresién no muy intensa, pues al-
canza a dar una respuesta de inmunidad por célu-
las contra antigenos especificos del género.

En la inmunidad humoral no se encontraron al-
teraciones significativas, aunque los titulos anti-
leishmania no fueron elevados.

SUMMARY

Fifty one patients with histologically docu-
mented cutaneous leishmaniasis were studied and
are the subject of this report. Each one of them
underwent the following work-up: T and B cell
population, delayed hypersensitivity skin testing
to four different antigens, anti-leishmania anti-
bodies, cuantitative determination of IgG, IgA,
IgM, total serum complement, C; and C,4, and
cualitative nitroblue tetrazolium test. It was found
that the patients had diminished T cells and im-
paired non-specific inflammation; this abnormal-
ity was not enough to envolve the delayed cutane-
ous hypersensitivity to the leishmania antigen. No
abnormality was found in humoral immunity nor
in the complement system.
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