Los neutrofilos en la evolucion
parasitologica y clinica de la leishmaniasis

The neutrophils in the parasitological and clinical
evolution of leishmaniasis

Alex Giovanny Peniche Trujillo*

Resumen

La leishmaniasis es una enfermedad de transmision vectorial, cuyo agente etioldgico
es un protozoario de vida obligatoriamente intracelular, que afecta a mas de 12 millones
de personas en el mundo. €n Colombia se considera como una enfermedad endémica,
distribuida en las aéreas de bosque tropical y de selva himeda. €l papel del neutréfilo
en el desarrollo de la patogénesis y evolucién clinica de la leishmaniasis ha sido poco
estudiado hasta ahora, pues la investigacion inmunolégica tradicional ha relegado el
estudio de esta célula frente a otros componentes del sistema inmune. Informacién
reciente indica que los neutréfilos de hospederos susceptibles tienen una baja capacidad
leishmanicida, asociGndose su presencia con una mayor carga parasitaria durante la
fose aguda de la infeccion. La presente revision tiene por objetivo presentar los hallazgos
mas recientes de la biologia del neutréfilo relacionados con su participacion en la infeccion
Y respuesta inmune contra leishmania, que permita redefinir el papel del neutrédfilo en
estas y otras patologias de origen infeccioso.

Palabras clave: neutréfilo, leishmaniasis, leishmania, respuesta inmune innata,
inmunomodulacién, modelos animales.

Abstract

Leishmaniasis is a vector-borne disease, whose etiologic agent is an obligatory
intracellular protozoan affects more than 12 million people worldwide. In Colombia, this
disease is considered endemic because it is found in the tropical forests areas and the
humid jungle. The role of neutrophils in the development of the pathogenesis and clinical
development of leishmaniasis has been rarely studied so far, because the immunological
research has traditionally neglected the study of this cell compared to other components
of the immune system. However, recent data shows that neutrophils of susceptible animals
have a low leishmanicidal capacity and its presence has been associated with an
increased parasite load during the acute phase of infection. This review aims to present
the latest findings on the biology of neutrophils related to their involvement in infection
and immune response against leishmania, with which to redefine the role of neutrophils
in these and other pathologies of infectious origin.

Key words: neutrophil, leishmaniasis, leishmania, innate immune response,
immunomodulation, animal models.
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INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad infecciosa
de origen protozoario, que a nivel global afecta 12
millones de personas en 88 paises de los cinco con-
tinentes (OMS, 2008). En Colombia se considera
como una enfermedad endémica, dado que se dis-
tribuye a todo lo largo del territorio nacional de
bosque tropical e interandino y de selva humeda
por debajo de los 1.750 M.S.N.M (King, 2004). Al
término del afio 2007, el Sistema de Vigilancia en
Salud Publica ubicé esta patologia como la cuarta
enfermedad infecciosa de mayor impacto en la po-
blacion, luego de la malaria, la varicela y el dengue
clasico; dado que afectdé a 5.637 habitantes
(SIVIGILA, 2007) y un poco mas de 5.000 efecti-
vos del Ejército Nacional (Mendivelso, 2007).

La Organizacion Mundial de la Salud (2008) in-
dica que la leishmaniasis tiene un fuerte vinculo con
la pobreza, categorizandola como una de las “en-
fermedades mas olvidadas” (most neglected
diseases). La pobreza se ha asociado con una nu-
tricion deficiente, lo que genera un debilitamiento
del sistema inmunoldgico y por ende incrementa la
probabilidad de contraer otras enfermedades infec-
ciosas 0 una mayor severidad de la patologia infec-
ciosa (revisado por Alvar et al., 2006). Asi mismo,
la pobreza limita el acceso al sistema de salud, oca-
sionando demoras en el diagndéstico y tratamiento
adecuados que detengan la progresion de la infec-
cion (revisado por Alvar et al., 2006).

En Colombia y en el continente la presentacién
clinica més frecuente es la cutanea, seguida de la
patologia visceral y mucocutanea (SIVIGILA, 2007;
OMS, 2008). La forma cuténea se caracteriza por
la presencia de Ulceras en las areas tipicamente
descubiertas como los brazos, orejas, cara y pier-
nas (Figura 1), que tienden a curarse espontanea-
mente mostrando la tipica cicatriz radiada. En
pacientes que presentan un estado inmunoldgico
debilitado puede presentarse la patologia
mucocuténea, en la que a partir de la infeccion
dérmica se originan lesiones metastasicas en teji-
dos mucosos como nariz, boca, garganta y tejidos
circundantes que suelen ser dificiles de tratar con la
terapia convencional. Como su nombre lo indica,
en la patologia visceral las manifestaciones clinicas

se presentan en la cavidad abdominal con un incre-
mento sustancial en el tamafio del higado y bazo, y
pérdida de peso, llegando a ser fatal si no se sumi-
nistra el tratamiento médico indicado.

Figura 1. Lesién ulcerada tipica de la
leishmaniasis cutdnea. Paciente pedriatico del
municipio de Florian Santander (Foto tomada por
Leidy Castillo, Estudiante del programa de Enfer-
meria, Fundacion Universitaria del Area Andina).

La investigacion inmunoldgica tradicional de la
patologia de las enfermedades parasitarias ha rele-
gado el estudio de esta célula frente a otros com-
ponentes del sistema inmunolégico como
macrofagos y linfocitos, al considerar que los
neutrofilos solo estan presentes durante los pri-
meros dias de la etapa infecciosa, y por tanto ten-
drian un papel secundario en el estudio de la
terapéutica de estas enfermedades. Sin embargo,
publicaciones recientes inducen a reexaminar esta
creencia al evidenciar que los neutrofilos de los hos-
pederos susceptibles presentan una menor capaci-
dad leishmanicida que los hospederos resistentes
(Aga et al., 2002; Cunningham, 2002); de manera
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que se convertirian en una fuente de infeccion para
los macréfagos, considerada su célula hospedera
final (Laskay et al., 2003).

Igualmente, la aproximacion multidisciplinaria
para estas enfermedades de corte inmunopatol6-
gico, ha introducido nuevos conceptos e ideas a tra-
vés de los cuales mejorar el conocimiento de la
patogénesis en la leishmaniasis. Actualmente se ha
observado que el contenido toxico del neutrdfilo
utilizado para eliminar los microorganismos inva-
sores, también puede favorecer el desarrollo de la
ulceracion y retrasar la cicatrizacion de las lesiones
no-infecciosas (Dovi et al., 2004).

La presente revision tiene por objetivo presen-
tar los hallazgos mas recientes de la biologia del
neutréfilo relacionados con su participacion en la
infeccion y respuesta inmune contra leishmania, con
el cual redefinir el papel del neutrofilo en patolo-
gias de origen infeccioso.

EL CICLO DE INFECCION

Todas las especies que dan origen a las diferen-
tes patologias de la leishmaniasis pertenecen
taxondmicamente al género Leishmania (Familia
Kinetoplastea, Honigberg, 1963): los cuales se ca-
racterizan por ser parasitos intracelulares obligados
que se desarrollan como promastigotes (estadio
flagelado) en el vector (géneros Lutzomya y
Phlebotomus) y como amastigotes aflagelados en
los hospederos vertebrados (principalmente mami-
feros) (Bates et al., 2004). La transmision de los
parasitos de Leishmania al vertebrado se realiza
durante la alimentacion del vector sobre el hospede-
ro, cuando los promastigotes infectivos (metaciclicos)
son regurgitados y transportados por la saliva del
vector a la dermis del hospedero vertebrado (Figura
2). Posteriormente, los parasitos son internalizados
por las células fagociticas como neutroéfilos,
macrofagos y dendriticas en el fagolisosoma, en el
que liberan factores microbicidas como radicales de
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Figura 2. Ciclo de vida de Leishmania (modificado de www.dcd.gov)
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oxigeno y nitrbgeno, entre otros (revisado Vannier-
Santos et al. 2002).

EL NEUTROFILO, CELULA POLIMORFO-
NUCLEAR Y GRANULOCITICA

El nicleo del neutréfilo esta dividido en tres 16-
bulos, por lo que clasifican como células “polimorfo-
nucleares” junto a los eosinéfilos y basofilos. Son
los leucocitos mas abundantes en la sangre, con
valores entre 2,5 y 7,5 x 10° células por litro. La
medula 6sea de un adulto saludable produce en pro-
medio 10! neutréfilos por dia, los cuales pueden
elevarse a 10'%; lo cual se ha utilizado en la practi-
ca médica como un indicador de exposicion a un
agente infeccioso.

Cuando se produce una lesién o estimulo in-
feccioso (inflamatorio), el rompimiento de los va-
sos sanguineos induce a que las plaquetas se
adosen a los extremos de los vasos y del tejido
circundante, con lo cual se inicia la metaboliza-
cién fibrindgeno a fibrina (forma de bastén), for-
mando redes que detienen la pérdida de sangre.
Por otra parte las plaquetas liberan factor de cre-
cimiento derivado de plaquetas (platelet-derived
growth factor - PDGF) que junto a citoquinas
inflamatorias (IL1, 8, TNFo) liberadas por las cé-
lulas afectadas, estimulan la migracién de
neutroéfilos que fagocitan los fragmentos de teji-
do danado y material extrafio (incluyendo
microorganismos invasores). Inmunolégicamente,
los neutréfilos son considerados la primera linea
de defensa del sistema inmune contra infecciones
bacterianas, fungicas y protozoarias, predo-
minando durante los primeros tres dias posterio-
res a la herida o infeccién. Luego de 76 horas de
haberse producido el estimulo inflamatorio, los
macréfagos migran en abundantes cantidades al
sitio afectado. Estas células mononucleares resul-
tan fundamentales tanto para cerrar el proceso
inmunologico de defensa celular y presentacién
de antigenos, como el de cicatrizacién, dado que
liberan grandes cantidades de TGF[} que induce la
migracion de fibroblastos y keratinocitos, los cua-
les depositan y organizan los componentes de la
nueva matriz extracelular (Diegelmann & Evans
2004).

Otra de las caracteristicas morfolégicas mas
evidentes de los neutréfilos es la presencia de gra-
nulos citoplasméticos que se clasifican segiin su apa-
ricién durante la diferenciacion mieloide (Revisado por
Faurschou et al., 2003). Los granulos azuréfilos son
ricos en péptidos antimicrobianos como la mielope-
roxidasa, elastasa del neutrofilo, proteinasa-3, defen-
sinasd entre otras, los cuales tienen actividad
degenerativa directa o indirecta (a través del H,O,
para formar HOCI) sobre las membranas de los
microorganismos. Los granulos especificos principal-
mente contienen péptidos antimicrobianos como
leucolisina, estomatina y receptores de actividad
inmunodulatoria como receptor de formil-metionil-
leucil-fenilalanina (formyl-methionyl-leucyl-phenylala-
nine receptor - fMLPR). Los granulos de gelatinasa
son los mas pequenios y mas facilmente exocitados
que los demas; se componen mayoritariamente de
enzimas que degradan la matriz extracelular como la
gelatinasa y lisozima, que cumplen un papel esencial
al facilitar la diapédesis migracién de los neutrofilos
a través de los tejidos, asi como también de molécu-
las quelantes de hierro como la proteina natural de
resistencia asociada a macréfago (natural resistance-
associated macrophage protein - Nramp1l). Por con-
siguiente, la masiva liberacion de granulos a la matriz
extracelular durante la activacion celular induce un
dario tisular severo, que en la patologia macroscopica
se refleja con la presencia de exudado celular o pus
en el tejido afectado.

Como parte de la respuesta frente a un estimu-
lo inflamatorio y/o infeccioso, el neutréfilo también
libera moléculas de comunicaciéon celular llamadas
citoquinas y quemoquinas como I1L-12, IFNy, IL-4,
IL-10 y TGFP, que pueden mantener la respuesta
inflamatoria en el tejido y participar en la diferen-
ciacion de los linfocitos TCD4" hacia Thl o Th2
(revisado por Kobayashi, 2008). Ademas, son una
fuente importante de antigenos para las células
dendriticas y macrofagos luego de que han fagoci-
tado los microorganismos invasores (Appelberg,
2007). De esta manera el estudio de los neutréfilos
aporta informacién valiosa para conocer la articu-
lacién inmunologica entre las respuestas inmunes
innata y adquirida.

Como todas las membranas celulares, los
neutréfilos tienen proteinas integradas que son uti-
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lizadas para identificar agentes infecciosos o perci-
bir sefiales inmunolégicas de otras células o tejidos
presentes en el ambiente extracelular (Revisado por
Seely et al., 2003). Entre los receptores que facili-
tan el reconocimiento y fagocitacién de agentes in-
fecciosos se encuentran los llamados Receptores
de Opsoninas (Fc R-I, -l y -III), de complemento
(C5a y C3b), de anticuerpos (IgM e IgG), recepto-
res TLR (Toll Like Receptor) 1, 2, 4, 5, 6 y 11, PAF
(platelet activating factor), leucotriene B-4 y lectinas
de unién a manosa, entre otros. Por otra parte, los
neutréfilos cuentan con receptores de citoquinas
proinflamatorias como IL1R, IL-8R, IL-18R que in-
ducen la activacién celular; G-CSFR (granulocyte
colony-stimulating factor receptor) y GM-CSFR
(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
receptor) y CXCR4, que estimulan factores anti-
apoptoéticos y extienden su sobrevivencia en los
tejidos infectados, mientras que los receptores de
TNFoR y FasL. promueven su muerte por apoptosis
(Martin et al., 2003; McGettrick et al., 2006).

La visién clasica de los neutrofilos como células
que sélo acttian durante la respuesta inmune inna-
ta, de actividad fagocitica que se acumulan rapida vy
por pocos dias en el sitio de infeccién, esta siendo
ampliada por nuevos resultados provenientes del
estudio inmunomolecular del desarrollo de las in-
fecciones crénicas (entre ellas la leishmaniasis),
donde la presencia del neutréfilo y sus productos
desempefian un rol inmunomodulador significativo
durante la respuesta inmune adaptativa al interac-
tuar con macréfagos v linfocitos.

EL NEUTROFILO Y LA INFECCION POR
LEISHMANIA

Como se mencioné anteriormente, en el estu-
dio del desarrollo de enfermedades infecciosas
cronicas en décadas pasadas, se reporta escasa in-
formaciéon sobre los neutréfilos apareciendo gene-
ralmente al margen de los hallazgos en macréfagos.
Esta carencia de informacién resulta comprensible
al advertir que las primeras manifestaciones cuta-
neas en humanos solo aparecen luego de dos o
mas semanas p.i., presentandose como una papula
o nédulo pequefio que usualmente es indoloro
(Sanchez et al., 1992). A nivel cronico, se ha re-

portado la presencia de neutréfilos en lesiones de
=8 meses de evolucion de LCA por L. panamensis
de la costa pacifica colombiana (Palma & Saravia,
1997) y por el subgénero Viannia en Brasil (Ridley
& Ridley, 1983; Morgado et al., 2008), los cuales
mostraron una asociacién positiva entre el infil-
trado neutrofilico y la presencia de parasitos en la
dermis reticular (Ridley & Ridley, 1983; Palma &
Saravia, 1997).

Acorde a los registros actualmente disponibles,
el primer reporte sobre una escasa actividad
leishmanicida del neutréfilo lo realiza Chang (1981)
y posteriormente Laufs y col. (2002), indicando que
si bien los neutréfilos humanos fagocitan con gran
habilidad, los promastigotes de Leishmania
donovani y L. major son ineficaces en la elimina-
cion de parasitos fagocitados in vitro, pues luego
de 16 horas de cultivo el 80% de los neutréfilos
permanece infectado (Chang, 1981; Laufs et al.,
2002). Posteriormente, Thorne & Blackwell (1983)
reportan que esta susceptibilidad a la infeccién en
humanos también se presenta con otras especies
de Leishmania y con otros paréasitos intracelulares
como Toxoplasma gondii, Trypanosoma brucei,
Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia sp.,
Salmonella typhimurium, Brucella abortus,
Muycobacterium leprae, Francisella tularensis,
Yersinia enterolytica, Haemophilus somnus y
Plasmodium berguei (Revisado por Laskay et al.,
2008).

También se ha observado en humanos que los
neutréfilos infiltran hacia los centros necréticos de
la lesion, originados por la destruccion de células
parasitadas (principalmente macréfagos) (Ridley &
Ridely, 1983; Pompeu et al., 1991; Donnelly et al.,
1998; de Moura et al., 2005). Este hallazgo permi-
ti6 a Ridey & Ridley (1983) formular una explica-
ciébn para el proceso de ulceraciéon, en el que el
incremento del infiltrado inflamatorio y la expan-
sion de los centros necréticos hacia la epidermis,
son los responsables del rompimiento superficial y
posterior ulceracion de la lesion.

En el trabajo rutinario de cultivo en medios
axénicos de cultivo para Leishmania, se ha identi-
ficado la presencia de dos morfologias diferentes
durante la fase estacionaria de crecimiento in vitro
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denominadas “elongadas” y “redondeadas” (da Sil-
va and Sacks, 1987). Al microscopio electronico y
de citometria de flujo, se observa que los parasitos
redondeados presentan mitocondrias hinchadas,
degradacion nuclear, y presencia de Anexina-V en
la membrana celular, indicando una muerte celular
por apoptosis. La separaciéon especifica de estas
formas redondeadas y posterior cultivo revel6 que
son incapaces de multiplicarse, confirmando el ra-
zonamiento de que son parasitos apoptoticos (van
Zandbergen et al., 2006). En contraste, las formas
alargadas presentan alta motilidad y gran capaci-
dad de divisién celular, y una baja sobrevivencia en
el neutrofilo (van Zandbergen et al., 2006); la cual
se incrementa cuando la infeccién se realiza con-
juntamente con las formas redondeadas. Esta ob-
servacién indica que las formas redondeadas o
apoptoticas asisten a las formas elongadas en la
inactivacién de los mecanismos microbicidas de las
células hospedero.

Entre los mecanismos propuestos de resisten-
cia de Leishmania a la degradaciéon de las espe-
cies reactivas del oxigeno se ha registrado la
presencia de fosfatasas acidas de unién a mem-
brana y de liberaciéon extracelular en las formas
redondeadas, en la que 1 nmol logra inhibir en un
90% la produccion de radicales en el neutréfilo
inducida por la activacion artificial con fMLP
(Remaley et al., 1984; Saha et al., 1985). Asi mis-
mo reducir la liberacién de citoquinas proinflamato-
rias como TNFaq, IL1 y 12 e incrementar las
anti-inflamatorias como TGFP e IL-10 (van
Zandbergen et al., 2006). Lo cual indica que las
formas redondeadas proveen a las formas alarga-
das de un ambiente favorable (o de supervivencia),
principalmente mediado por el TGFf, con una
fagocitacion “silenciosa” (o no-inflamatoria) de los
paréasitos que facilitaria el establecimiento de la
infeccion en las células fagociticas.

ESTUDIO DE LA BIOLOGIA DE LA INFEC-
CION EN MODELOS ANIMALES

La utilizacién de modelos animales resulta in-
dispensable para adquirir informaciéon detallada del
papel que cumple el neutréfilo en control parasita-
rio y actividad inmunomodulatoria en el estableci-

miento y desarrollo de la infeccion, dado que per-
mite controlar un mayor nimero de variables que
en los estudios con humanos.

El estudio experimental de la leishmaniasis cu-
tanea del viejo mundo ha establecido con éxito
los modelos bioldgicos de resistencia y susceptibi-
lidad a la enfermedad, realizando un gran aporte
a la comprension de los factores inmunologicos vy
parasitologicos asociados a cada presentacion cli-
nica. Las cepas de ratones resistentes (C57BL/6,
129/sv y C3H/He) a la infeccién con L. major
muestran un control eficaz de la replicacion para-
sitaria, tanto en el sitio de inoculacién como en
noédulo linfatico, sin diseminacién a otros 6rganos
o tejidos; con lesiones suelen ser patoldégicamen-
te leves, con tendencia a la auto-resolucién luego
de 5 a 6 semanas p.i. (Beil et al., 1992). Por el
contrario, los ratones susceptibles (BALB/c) a L.
major presentan una abundante replicacion tanto
en el sitio de inoculacién como en nédulos
linfaticos, con diseminacién a otros érganos y te-
jidos, principalmente el bazo vy el higado; gene-
rando lo que se ha denominado un estado de
enfermedad progresivo (Beil et al., 1992); en el
modelo susceptible las lesiones cutaneas suelen
ser severas, con inflamacién permanente, que no
curan espontaneamente (Beil et al., 1992;
Donnelly et al., 1998; Lima et al., 1998; Tacchini-
Cottier et al., 2000; Muraille et al., 2003; Chen
et al., 2005).

La comparacién de la evoluciéon de la lesién
entre los ratones resistentes (C57Bl/6) y suscep-
tibles (BALB/c) a la infeccién con L. major ha
revelado diferencias en el tipo y cinética de las
células infiltrantes en el sitio de infeccion. En el
raton resistente los neutréfilos son la primera cé-
lula reclutada y la mas abundante, representando
el 80% del infiltrado durante el primer dia p.i.; al
segundo dia p.i, se observa una reduccion de los
neutrofilos hasta un 20% en el infiltrado, que al
tercer dia p.i. continlia reduciendo por debajo del
10% de las células del infiltrado hasta los 12 dias
p.i.. Adicionalmente, las células mononucleares
incrementan su participacién conforme evolucio-
na la lesién, representando mas del 80% a partir
del tercer dia p.i. hasta el dia 12 p.i. (Beil et al.,,
1992; Peters et al., 2008).
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En contraste, el ratén susceptible durante el pri-
mer dia p.i. muestra una infiltracion por neutréfilos
del 90% al 60% en la lesion, que a partir del segun-
do dia p.i. disminuye, pero por encima del 50% del
infiltrado celular, hasta el dia 12 p.i. De manera com-
plementaria, las células mononucleares conforman
menos del 50% restante del infiltrado hasta el dia 12
p.i. (Beil et al., 1992). Por otra parte, el analisis
histopatolégico de las lesiones del modelo suscepti-
ble ha mostrado una asociacién entre el reclutamiento
de neutréfilos posterior a la etapa aguda de la infec-
cion (1-2 dias p.i.) y el incremento en la cantidad de
células parasitadas y presencia de parasitos
extracelulares en la lesién; sin importar la especie
de Leishmania con que se infecte (Ridley & Ridley,
1983; Pompeu et al., 1991; Beil et al., 1992;
Donnelly et al., 1998; Lemos de Souza et al., 2000;
Teixeira et al., 2005; de Moura et al., 2005).

El contraste observado en la cinética del infiltra-
do entre los modelos de susceptibilidad y resisten-
cia a L. major durante la etapa aguda de la infeccién,
se extiende a las etapas sub-crénica y cronica de la
infeccion. La evaluacion del infiltrado a los 21 dias
p.i. en el grupo susceptible mostré una fuerte infil-
tracion por neutréfilos, que coincidié con el incre-
mento en el tamafio de la lesién; en comparacién
el grupo resistente no mostré6 cambios histopatolé-
gicos o clinicos respecto a la primera semana p.i.,
con un infiltrado compuesto principalmente por
macroéfagos (Donnelly et al., 1998). De igual mane-
ra a los 40 dias p.i., el infiltrado de neutréfilos en la
lesiébn de los ratones susceptibles fue tres veces
mayor a la observada en los ratones resistentes
(Muraille et al., 2003).

Diferencias similares se han obtenido de otros
estudios que evaluaron otras especies de
Leishmania, como L. amazonesis y L. braziliensis
en el modelo murino de susceptibilidad y resistencia,
en el que los grupos susceptibles (CBA, BALB/c)
presentan un incremento notorio en la poblaciéon de
neutréfilos respecto al grupo resistente (C57Bl/6,
C3H) (Pompeu et al., 1991; Donnelly et al., 1998;
Lemos de Souza et al., 2000; Teixeira et al., 2005;
de Moura et al., 2005). Incluso se observd que la co-
inoculacion de parésitos (L.V. braziliensis) y glandu-
las salivales del vector (Lutzomyia) induce un mayor
infiltrado polimorfonuclear y carga parasitaria que en

los animales control (sin glandulas salivales); en el
grupo co-inoculado con glandulas salivales el infiltra-
do de neutréfilos fue significativamente permanente
en la lesién en comparacion con el control (Donnelly
et al., 1998). Por tanto se ha sugerido que la magni-
tud y duracion del infiltrado neutrofilico tiene una in-
fluencia significativa en la evolucion de la infeccion.

EL NEUTROFILO EN EL CONTROL PARASI-
TARIO EN LA LEISHMANIASIS

Puesto que la observacién microscépica de la
lesién del hospedero susceptible (BALB/c) a la
leishmaniasis ha mostrado una asociacién entre
patologia y el incremento y la permanencia de los
neutréfilos en el infiltrado, se han desarrollado ex-
perimentos con animales neutropénicos para estu-
diar la evolucién clinica y parasitologica de la
infecciéon. La inducciéon de la neutropenia comun-
mente se ha realizado utilizando el anticuerpo
monoclonal RB6-8C5 (IgG2b de rata), que se une
especificamente a los neutréfilos maduros, inducien-
do la eliminacién selectiva del sistema circulatorio

(Rogers & Unanue, 1993).

El periodo durante el cual se ha inducido la
neutropenia corresponde a la etapa aguda de la
infeccion, en el que el anticuerpo se suministra desde
tres dias pre-infeccion hasta tres dias p.i. o hasta el
final del periodo de observacion. Para realizar las
infecciones se han empleado especies de
Leishmania del viejo mundo, entre ellas L. major
en leishmaniasis cutanea y L. donovani y L.
infantum en leishmaniasis visceral (Lima et al.,
1998; Tacchini-Cottier et al., 2000; Smelt et al.,
2000; Rousseau et al., 2001; Ribeiro-Gomes et al.,
2004; Chen et al., 2005).

No obstante los estudios realizados en
leishmanisis cutdnea han utilizado el mismo modelo
experimental para inducir neutropenia (ratén suscep-
tible BALB/c L. major, neutropénico mediante RB6-
8C5H) se presenta evidencia contradictoria sobre el
rol protector del neutréfilo en la patologia y control
parasitario de la leishmaniasis. Los trabajos de
Tacchini-Cottier v col. (2000), Ribeiro-Gomes v col.
(2004) y Peters y col. (2008) sugieren que el neutrofilo
tiene un rol virulento, al observarse en el grupo
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neutropénico una reduccién de mas de dos veces la
carga parasitaria y un menor tamafio de lesién res-
pecto al grupo control (no inhibido). De manera si-
milar, utilizando el modelo hémster-L. (V.)
panamensis también se observé que durante la fase
sub-aguda, los neutréfilos promueven el incremento
de hasta 6,5 veces la carga parasitaria y con mayor
severidad de la lesiéon cutédnea (Peniche et al., 2006).

Por el contrario, los trabajos realizados por Lima
v col. (1998) y Chen vy col. (2005) sugieren que los
neutréfilos cumplen un rol protector, al observarse
un incremento de mas de seis veces en la carga
parasitaria y el tamafo de lesién en el grupo
neutropénico respecto al grupo control. Asimismo,
el estudio de la leishmaniasis visceral (L. infantum)
mostrd un rol protector del neutréfilo, al presen-
tarse diez veces maés carga parasitaria en bazo e
higado de los animales neutropénicos respecto al
grupo control (Rousseau et al., 2001).

Por otra parte, la induccién de neutropenia en
los ratones resistentes C57Bl/6 apova el rol pro-
tector de los neutrofilos durante la etapa aguda de
la infecciéon con L. major y L. donovani; pues se
observd que los grupos neutropénicos tuvieron un
incremento de méas de tres veces la carga parasi-
taria frente al grupo control (Lima et al., 1998;
Tacchini-Cottier et al., 2000; Ribeiro-Gomes et
al., 2004). En adicién, la infeccién de animales
neutropénicos C3H (resistente) con L. major no
produjo diferencias clinicas ni parasitologicas
frente al grupo control (Chen et al., 2005). Similar-
mente, la infeccién in vitro de macrofagos v
neutrofilos de BALB/c con L. major mostré un
incremento de siete veces la carga parasitaria en
comparacién a la infecciéon de solo macréfagos
como grupo control; en contraste, la infeccién de
macroéfagos y neutréfilos de C57Bl/6 presentd una
reduccion de tres veces la carga parasitaria en
comparacién a la infeccién de solo macréfagos

(Ribeiro-Gomes et al., 2004).

Al utilizar la misma aproximacién en un sistema
in vivo se observo la misma correlacién dentro del
modelo sensible y resistente, de manera que el gru-
po BALB/c co-inoculado con L. major y neutrofilos
presentd 15 veces mayor carga parasitaria que el
grupo inoculado solo con parésitos; por el contra-

rio, en el grupo C57Bl/6 co-inoculado con L. major
y neutr6filos, se presenté una reduccién de siete
veces la carga parasitaria en comparacién con el
grupo inoculado solo con parésitos (Ribeiro-Gomes
et al., 2004).

Con el mismo proposito, se infecté macréfagos
de BALB/c en presencia de neutréfilos de C57Bl/
6, con lo que se obtuvo una reduccién de cuatro
veces la carga parasitaria en comparaciéon con la
infeccion de solo macrofagos como control; sin
embargo, la infeccion de macréfagos de C57Bl/6
con neutréfilos de BALB/c también redujo la car-
ga parasitaria respecto a la infeccién de solo
macrofagos, aunque en una medida muy inferior
lo observado en la infeccién de macrofagos v
neutroéfilos de C57Bl/6 (Ribeiro-Gomes et al.,
2004). Estos experimentos indican la presencia
de mediadores en los neutréfilos de los ratones
BALB/c y C57BL/6 que estimulan en menor o
mayor medida respectivamente, los mecanismos
microbicidas en los macréfagos y por ende elimi-
nacién oportuna del paréasito.

Los estudios in vitro sobre la biologia de la in-
feccion del neutrofilo con L. major apoyan la pre-
suncion de que los neutréfilos de individuos o cepas
de animales susceptibles desempefian un papel per-
judicial, al facilitar el establecimiento de la infecciéon
actuando como “Caballos de Troya” (Laskay et al.,
2003). Como se mencioné anteriormente, el
neutrofilo tiene una vida entre 6 y 10 horas luego
de que sale a circulacién desde la medula 6sea. La
muerte del neutrofilo se da por apoptosis o “muer-
te celular programada”, la cual se observa microscé-
picamente con encogimiento celular, condensacion
de la cromatina y pérdida tipica forma multilobulada
del nucleo de los neutréfilos (Figura 3) (Payne et al.,
1994, Savill and Haslett 1995; Squier et al., 1995;
Moulding et al., 1998); molecularmente, se obser-
va una modificacion de las moléculas de la membra-
na, al reducirse los receptores de fagocitosis,
incrementarse la expresion de fosfatidilserina y ex-
teriorizacion de los fosfolipidos de la membrana que
en las células viables se encuentran interiorizados
(Dransfield et al., 1994; Homburg et al., 1995).

Entre los factores que evitan que el neutréfilo
entre en apoptosis se han descrito agentes
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Figura 3. Células de hamsteres infectados con L. (V.) panamensis
(aumento 400X, tincién Giemsa de improntas de lesién dérmica). A. neutréfilo no infecta-
do. B. neutrdfilo infectado. C. macrofago en proceso de fagocitacion de un neutrdfilo.
D. macrofago infectado; la flecha sefiala un amastigote. F. neutréfilo apoptotico.
G. neutrdfilo necrotico. (Fotos tomadas por Alex Peniche).
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proinflamatorios que se liberan en respuesta a la
infeccion, como G-CSF, GM-CSF, IFNa, ILS8, IL15
y lipopolisacarido (LPS), que incrementan la ex-
presion de genes anti-apoptéticos como secuen-
cia de leucemia de célula mieloide 1 (myeloid cell
leukemia sequence 1 - Mcl-1) con capacidad de
interrumpir los mecanismos efectores de las via
de las caspasas (Moulding et al., 1998). Estudios
in vitro han evidenciado que los parasitos
fagocitados evaden los mecanismos microbicidas
del neutréfilo (Muller et al., 2001; Laufs et al.,
2002) y retrasan la apoptosis del neutréfilo hasta
42 horas p.i. (van Zandbergen et al., 2004), con
lo cual estimulan el reclutamiento de macréfagos
(Muller et al., 2003; van Zandbergen et al., 2004)
y retrasan la apoptosis del neutréfilo. De manera
que luego de 72 hrs p.i. los macréfagos fagocitan
neutrofilos apotéticos con parasitos viables, que
facilmente se multiplicaran y estableceran la infec-
cién, pues el macrofago ha sido engafiado por las
sefiales de “muerte estéril” por apoptosis que pre-
senta el neutréfilo infectado (Laskay et al., 2003).

EL NEUTROFILO Y LOS MEDIADORES
INMUNORREGULATORIOS

Recientemente se ha publicado que existen dife-
rencias a nivel de moléculas de membrana y activa-
cién celular entre los neutréfilos de los ratones
resistentes y susceptibles a la infecciéon con L.
major. En el ratén susceptible BALB/c la infeccion
induce una alta transcripciéon de IL-12p40, que pa-
rad6jicamente no es secretada en su forma
biolégicamente activa (IL-12p70) de manera que
forma homodimeros de IL-12p40 (Charmoy et al.,
2007) que suprimen la activacion de los linfocitos
Th1 (Schmitt & Ullrich, 2000). En cambio en el ra-
ton resistente C57BL/6, los neutréfilos liberan gran-
des cantidades de IL-12p40 (Charmoy et al., 2007),
constituyéndose en la primera célula del infiltrado
en promover la activaciéon del macréfago a través
de esta molécula de senalizacion celular. Del mismo
modo, los neutréfilos de C57BL/6 presentan ma-
yores niveles de ARN mensajero para TLR2, TLR7
y TLR9 en comparacién con BALB/c (Charmoy et
al., 2007), a través de los cuales se reciben estimu-
los infecciosos extra (TLR2) e intracelulares (TLR 7
v 9) que conllevan a la activacién celular y a una

mayor produccién citoquinas como IL-12 (Shoda et

al., 2001).

Tradicionalmente se ha otorgado un rol
inmunopatogénico a los mediadores celulares
como las citoquinas y otras moléculas efectoras.
Ribeiro-Gomes vy col. (2004) encontraron que los
ratones BALB/c infectados con L. major presen-
tan niveles altos de TGFP y bajos de TNFa y
elastasa del neutréfilo, en comparacién con los
ratones C57BL/6 resistentes. El bloqueo de
TNFo vy la elastasa del neutréfilo (pro-inflamatorios)
en ratones C57BL/6, produce un incremento sig-
nificativo de la carga parasitaria. Mientras el blo-
queo de TGFB y PGE, (anti-inflamatorios) en los
ratones susceptibles BALB/c, redujo significativa-
mente la carga parasitaria. Trabajos previos han
probado que los neutréfilos producen durante la re-
acciéon inflamatoria una buena parte de estos facto-
res proinflamatorios (TNFo. y elastasa del neutréfilo)
que promueven la liberacién de diferentes especies
reactivas del oxigeno en los macréfagos (Ishihara
et al., 1999), lo que restaura la actividad
leishmanicida del macréfago inactivado por el TGFf3
(Speer et al., 1984; Goossens et al., 1995).

Los trabajos publicados sobre la leishmaniasis
murina han destacado la importancia de las citoquinas
IL12 e IL4 en la orientacién de los linfocitos T CD4*
hacia una respuesta Thl (protectora) o Th2
(exacerbadora) respectivamente (Sypek et al., 1993;
Heinzel et al., 1993; Mattner et al., 1996; Guler et
al., 1996). Por otra parte, los trabajos realizados con
otros protozoos intracelulares como Candida
albicans (Romani et al., 1997) y Toxoplasma gondii
(Scharton-Kersten y col. 1997) en el modelo BALB/
¢, han examinado la influencia de las citoquinas pro-
ducidas por los neutréfilos en el desarrollo de la res-
puesta linfocitaria. En estos estudios el desarrollo
de una respuesta Th2 se asoci6 a la IL-10 producida
por los neutréfilos en la etapa temprana de la infec-
ci6n; de igual manera, el desarrollo de la respuesta
Th1 fue explicada por la liberacién de IL-12 de los
neutroéfilos.

En consecuencia con el paradigma murino Th1l/
Th2, el trabajo de Tacchini-Cottier vy col. (2000)
compar6 la expresion de citoquinas in situ de los
grupos inhibidos y normales de ratones BALB/c
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infectados con L. major, en el cual se reportd una
reduccién pronunciada, pero no significativa, de IL4
en el grupo BALB/c inhibido, que aparentemente
estaria contribuyendo con la resolucién parcial de
la lesién. De manera que el balance de los factores
pro y anti inflamatorios en el modelo resistente, en
contraste con el susceptible, se muestra como un
factor vital para la activacion celular y resolucion de
la infeccion.

CONCLUSION

Los resultados compilados en esta revision se-
falan que los neutréfilos tienen un rol critico en
proceso de establecimiento de la infeccion por
Leishmania; ya sea mediando la contencién en
los hospederos resistentes, o por el contrario,
facilitando un acceso “seguro” a los macrofagos
de los hospederos susceptibles. De otro lado, tam-
bién indican que la influencia inmunolégica de los
neutrofilos va mas alla de lo que tradicionalmente
se ha descrito en la Respuesta Inmune Innata,
con la liberacién de mediadores celulares
(citoquinas v quemoquinas) que promueven o limi-
tan la activacién de macréfagos v linfocitos, com-
ponentes de la Respuesta Inmune Adquirida.
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