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Resumen

Catuogno, M.S.; Burna, A.N.; A.Brunel, F.; Diaz, B.; S.Negrette, M.: Relacion entre
carga parasitaria y linfocitos Thl en biopsias de piel de perros con leishmaniosis. Rev.
Vet. 31: 1, 3-7, 2020. La leishmaniosis visceral (LV) es una enfermedad sistémica cronica
severa causada por Leishmania donovani o L. infantum. Varios estudios han demostrado
que la susceptibilidad a LV esta relacionada a altos titulos de anticuerpos circulantes y a una
depresion de la inmunidad mediada por linfocitos Thl, principalmente con disminucion de
la produccion de interferon (IFN-y) e interleukina (IL-12). Similar a la humana, la LV canina
esta caracterizada por activacion policlonal de células B e inmunosupresion especifica. El
objetivo del trabajo fue establecer la relacion entre la carga parasitaria y la respuesta inmune
en perros con LV. Se seleccionaron pacientes caninos con diagnostico serologico reactivo a
LV y se les extrajeron muestras para examen parasitologico directo y biopsias de piel del pa-
bellon auricular para efectuar la técnica inmunohistoquimica con el fin de detectar linfocitos
Thl en relacion con la carga parasitaria. En muestras de animales sin sintomas que registra-
ban una elevada carga parasitaria, la cantidad de Thl no superaba las 4 células por campo
de mayor aumento, mientras que, en las muestras donde prevalecian cargas moderadas y
bajas de parasitos, la cantidad de Thl superaban las 8 células por campo de mayor aumento,
pudiendo llegar hasta 10. De las muestras provenientes de animales con sintomas se observo
que en aquéllas con moderada o elevada carga de parasitos, la cantidad de linfocitos Th1 no
superaba las 5 células, mientras que las muestras con baja carga parasitaria superaban las 8
células por campo de mayor aumento. Se concluye que la presencia o ausencia de sintoma-
tologia en caninos con LV no depende de la carga parasitaria encontrada en las biopsias de
piel. Por otra parte, se observo que la alta carga parasitaria se relaciona con inmunosupresion
mediada por linfocitos Thl, mientras que en los animales con alta respuesta inmunologica,
la carga parasitaria fue baja.

Palabras clave: perros, leishmaniosis, linfocitos Thl, inmunohistoquimica, biopsia de piel,
carga parasitaria.

Abstract

Catuogno, M.S.; Burna, A.N.; A.Brunel, F.; Diaz, B.; S.Negrette, M.: Relationship be-
tween parasitic load and Thl lymphocytes in skin’s biopsies of dogs with leishmaniasis.
Rev. Vet 31: 1, 3-7, 2020. Visceral leishmaniasis (VL) is a severe chronic systemic disease
caused by Leishmania donovani or L. infantum. Several studies have shown that susceptibil-
ity to VL is related to high levels of circulating antibodies and a depression of the immunity
mediated by Thl cells, mainly with decreased production of interferon (IFN-y) and interleu-
kin-12 (IL-12). Like human leishmaniasis, active canine VL is characterized by polyclonal
activation of B-cells and specific immune suppression. Canine patients with reactive sero-
logical diagnosis to Leishmania sp were selected and samples were taken for direct parasito-
logical examination and skin biopsies of the pinna for the immune-histochemistry technique,
in order to detect Thl lymphocytes in relation to parasitic amount. In samples of animals
without symptoms and high parasite load, the number of Thl lymphocytes did not exceed 4
cells per field, while in the samples with moderate and low parasite loads, the number of Thl
lymphocytes exceeded 8 cells per field of higher magnification, reaching up to 10. In animals
with symptoms, it was observed that in samples with moderate and high parasite loads, the
number of Thl lymphocytes did not exceed 5 cells, while the samples with low parasitic
amount exceeded 8 cells per field of higher magnification. It is concluded that the presence
or absence of symptoms in canines with VL does not depend on the parasitic amount found
in skin biopsies. On the other hand, it was observed that the high parasitic amount is related
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to immune suppression mediated by Thl lymphocytes, while in animals with high immuno-
logical response, the number of parasites is low.
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parasitic amount.

INTRODUCCION

La leishmaniosis visceral (LV) es una enferme-
dad sistémica cronica severa, causada por Leishmania
donovani o L. infantum * . La afeccion se transmite a
huéspedes humanos y animales a través de la picadura
de moscas hembras del género Phlebotomus en el “vie-
jo mundo” y Lutzomya en el “nuevo mundo” .

La LV esta caracterizada clinicamente por fiecbre
prolongada, debilidad, anorexia, pérdida de peso, he-
patomegalia, esplenomegalia, hipergammaglobuline-
mia y pancitopenia. Sin un tratamiento, la enfermedad
puede progresar y culminar en una severa caquexia,
enfermedad multisistémica, sangrado, infecciones se-
cundarias y muerte '* 6.

En la LV los componentes de la saliva del vector
ejercen en el hospedador un efecto vasodilatador, an-
ticoagulante, inmunomodulador y quimioatrayente de
células inmunitarias. Esto induce un reclutamiento
hacia el sitio de infeccion de células polimorfonuclea-
res, macrofagos y posteriormente células natural killer
(NK) y células dendriticas (CD).

La respuesta inmunitaria innata se inicia después
de que estas células inmunitarias equipadas con recep-
tores, hayan contactado con leishmanias y reconocido
sus patrones moleculares patogénicos, asi como otras
moléculas de leishmanias conservadas. Las primeras
células reclutadas del sitio de infeccion por proto-
zoarios son los polimorfonu-

nucleares, en concreto los granulocitos neutrofi-
los, cuya funcion principal implica la fagocitosis y la
eliminacion de patdgenos en respuestas inmunitarias
innatas '2.

Diversos estudios han descrito la presencia de pa-
rasitos de leishmanias en las CD de huéspedes infecta-
dos. Las CD cumplen un papel esencial como células
presentadoras de antigenos, siendo un nexo entre las
respuestas inmunitarias innatas y las adquiridas. Las
células precursoras de CD se producen en la médula
osea y circulan hacia los tejidos donde residen como
células inmaduras con una alta capacidad fagocitica ©.

Durante el contacto con el parasito, las CD in-
maduras interaccionan a través de sus receptores con
diversos antigenos de Leishmania sp. Después de la
interaccion entre los parasitos y las CD, estas ultimas
sufren un proceso de maduracion durante el cual au-
mentan la expresion en superficie de CMH (complejo
mayor de histocompatibilidad) de tipo I y II, asi como
de moléculas co-estimuladoras. Las CD infectadas son
capaces de sintetizar interleukinas (IL-12, a diferencia
de los macrofagos), que conducen a la generacion de un
perfil de tipo Thl .

Dependiendo del tipo de sinapsis que se establezcan,
se promueven unos u otros fenotipos Leishmania-espe-
cificos de tipo Th1/Th2 (TCD4+), citotoxico (TCD8+)
o supresor (Treg) *. Durante la década de 1980 se pro-
fundizé el conocimiento de la funcionalidad de los
linfocitos T y se identificaron dos tipos de respuestas
colaboradoras: la Thl (inmunidad celular o retardada)
y la Th2 (inmunidad humoral). Las Thl son altamente
efectivas en la eliminacion de patogenos intracelulares
y las Th2 son de gran importancia en la eliminacion de
microorganismos extracelulares y parasitos !.

Los granulocitos pueden liberar citoquinas pro-
inflamatorias que atraen CD (células dendriticas) y su
interaccion a través de un receptor especifico orquesta
respuestas inmunitarias de tipo Thl ?*. Estas dos res-
puestas, fundamentalmente de tipo celular, dirigidas
por los linfocitos T helper, representan dos formas
evolutivas: la Thl se asocia a un aumento de linfopro-
liferacion especifica con niveles de inmunoglobulinas
moderados o bajos y la Th2 con una linfoproliferacion
especifica disminuida, inmunoglobulinas muy eleva-
das y una evolucion clinica desfavorable.

En la leishmaniosis, la expansion de las células Thl
se asocia a la inmunidad protectora y la de Th2 a la
progresion o persistencia de la enfermedad »*° . Se
ha evidenciado que las células Thl producen interfe-
ron (IFN-y), interleukina (IL-2) y factor de necrosis
tumoral (TNF-0). En cuanto al papel de la IL-12 se ha
sugerido que la expresion simultanea de ésta junto con
IL-2 e INF-y conducen a un proceso de retraso en el
establecimiento de la enfermedad en perros infectados
experimentalmente .

En ese contexto, varios estudios han demostrado
que la susceptibilidad a la LV esta relacionada a altos
titulos de anticuerpos circulantes y a una depresion de
la inmunidad mediada por células T de tipo 1, princi-
palmente con disminucion de la produccion de IFN-y e
interleukina (IL-12), incluyendo un marcado aumento
de las interleukinas 1L-4 ¢ IL-10 '-2'.

Similar a la LV humana, la LV canina activa esta
caracterizada por activacion policlonal de células B,
inmunosupresion especifica y la aparicion de sintomas
clinicos dependiendo de la cantidad de parasitos en
diferentes oOrganos viscerales '>2°. Parece existir una
interaccion entre citoquinas de Thl y Th2 durante la
infeccion por Leishmania, y esto sugiere roles impor-
tantes para las diferentes citoquinas en la proteccion y
patogénesis de la enfermedad 5.

La respuesta inmune innata ordena el reclutamien-
to celular y ayuda a desarrollar el microambiente de ci-
toquinas para el cual estan preparadas las células T '8,
El control de la infeccion de LV depende de una exitosa
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respuesta inmune mediada por célu- L . Baja carga: < de 8 amastigoles.
las '* en la cual el INF-y producido Nucmm {Leishmania) .

.. , potes en 10 campos de ===l Moderada carpa: entre 9 y 49 amastigotes
principalmente por células T CD4+ 100X
y células NK estimuladas por IL-12, Flevada carga: > de 50 amastigotes
lleva a la accion microbicida mediada )
por oxido nitrico "8, i Baja poblacién de Thi: hasta 3 células

El objetivo del presente trabajo Cantidad de Linfocitos Th1

fue establecer la relacion entre la car- N° deLinfocitos Thl en 10 campos de = ~ Moderada poblacion de Th: entre 4 y 6 células
ga parasitaria y la respuesta inmune 100x Elevada poblacion de Thl: > de 6 céfulas
en perros infestados naturalmente 9

con Leishmania sp.

Diagrama 1. Cantidad de amastigotes de Leishmania sp y linfocitos

Thl en biopsias de pabellon auricular.

MATERIAL Y METODOS

Se trabajo con un total de 20 animales, todos reac-
cionantes a la inmuno-cromatografia directa mediante
Kala Azar Detect canino, de los cuales algunos presen-
taban sintomas y otros fueron asintomaticos.

Se obtuvieron muestras de esos 20 caninos, que
procedian principalmente de clinicas privadas, asi
como también de aquellos perros que se encontraron
en lugares donde se constato la presencia de fleboto-
mos infectados, correspondientes a distintas zonas del
nordeste argentino.

Se seleccionaron pacientes caninos con diagnosti-
co serologico reactivo a leishmania mediante prueba
serologica con tiras inmunocromatograficas tk39 Kala
Azar Detect canino. A esos pacientes se les extrajeron
muestras para examenes parasitologicos directos, por
puncién de médula dsea, extension en portaobjetos y
coloracion con Giemsa.

También se obtuvieron muestras por biopsia de piel
del pabellon auricular. En todos los casos se anotaron
los sintomas. Con las muestras de pabellon auricular se
realizo la técnica inmuno-histoquimica para detectar la
proporcion de linfocitos Thl en relacion con la carga
parasitaria. Para la obtencion del anticuerpo primario
se envio una muestra conservada en nitroégeno liquido
de nddulo linfatico de un canino naturalmente infecta-
do con Leishmania sp al Instituto de Salud y Ambiente
del Litoral (ISAL, Universidad Nacional del Litoral,
Facultad de Bioquimica y Cs. Biologicas, Santa Fe).

A partir de esa muestra se elabor¢ el anticuerpo pri-
mario policlonal purificado para la deteccion de los lin-
focitos Thl. Se practico la técnica inmuno-histoquimi-
ca con el desparafinado e hidratacion de las muestras,
inhibicion de peroxidasa enddgena, incubacion con el
anticuerpo primario y luego con el secundario. Poste-
riormente se recurrié al revelado mediante la aplica-
cion de extravidina (Sigma) 1/200 durante 30 minutos
en camara humeda, a temperatura ambiente, aplicando
luego el cromogeno.

Para finalizar se contrastd con hematoxilina duran-
te un minuto y se procedio a deshidratar y montar las
muestras con balsamo de Canadé natural. También se
practicé inmuno-histoquimica para la deteccion de la
cantidad de leishmanias, de la misma manera descripta
anteriormente pero cambiando el anticuerpo primario
y secundario.

Para poder relacionar la carga parasitaria con la
proporcion de linfocitos Thl se evaluaron 2 muestras
seriadas consecutivas de cada biopsia (una muestra co-
loreada para Leishmania sp y otra para linfocitos Thl).
La carga parasitaria se determin6 como baja, moderada
y elevada, asi como también para la poblacion de linfo-
citos Thl (Diagrama 1).

RESULTADOS

Sobre un total de 20 animales analizados, 12 (60%)
presentaron sintomas y 8 (40%) no los presentaron. De
los animales sin sintomatologia, 4 (50%) revelaron una
elevada carga parasitaria en las biopsias de pabellon
auricular, 2 (25%) carga moderada y 2 (25%) carga baja
con escasos parasitos identificables (Figura 1).

En cuanto a la proporcion de linfocitos Thl se pudo
observar que en las muestras donde habia una elevada
carga parasitaria, la cantidad de Thl no superaba las 3
células por campo de mayor aumento, mientras que en
las muestras donde prevalecian carga moderada y baja
de parasitos, la cantidad de Thl superaba las 6 células
por campo de mayor aumento (Figura 2), pudiendo lle-
gar hasta 10.

De los animales con sintomatologia, 2 (16%) pre-
sentaron baja carga parasitaria, 2 (16%) carga modera-

Figura 1. Piel de pabellon auricular de canino asinto-
matico, con escasa cantidad de amastigotes de Leis-
hmania sp (puntillado de color marrén oscuro, THQ,
40X). Recuadro superior con detalle a mayor aumento
(IHQ, 100X).
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day 8 (67%) carga elevada de parasitos en las biopsias
de piel (Figura 3).

De las muestras provenientes de animales con sin-
tomas se observo que donde habia moderada y elevada
carga de parasitos, la cantidad de linfocitos Thl no su-
peraban las 5 células (Figura 4), mientras que las mues-
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Figura 2. Misma biopsia de Figura 1, resaltando me-
diante inmunomarcacion la presencia de 8 células Thl
en color marron (IHQ 100X).

FOYR (YL
Figura 3. Biopsia de piel de pabellon auricular de
canino con sintomas. Se observan abundantes amasti-
gotes de Leishmania sp (IHQ, 40X). Recuadro: idem a

mayor aumento (IHQ, 100X).

Figura 4. Misma biopsia de la Figura 3, resaltando
mediante inmunomarcacion la presencia de linfocitos
Thl. Las flechas indican dos células inmunomarcadas
(IHQ 100X).

tras con baja carga parasitaria superaban las 8 células
por campo de mayor aumento.

DISCUSION

Cuando las células dendriticas toman contacto con
antigenos de LV, sufren un proceso de maduracion
por lo cual aumentan en su superficie la expresion del
complejo mayor de histocompatibilidad. Estas células
dendriticas infectadas sintetizan IL-12, que conduce a
generar un perfil de tipo Thl 2*. Las respuestas colabo-
radoras de Thl son efectivas para eliminar patégenos
que se hallan dentro de las células, mientras que las de
tipo Th2 son eficaces para la eliminacion de microor-
ganismos extracelulares y parasitos '.

En la leishmaniosis, la expansion de células Thl
se asocia a inmunidad protectora y la de Th2 a pro-
gresion de la enfermedad y persistencia > *. Si bien
hay estudios que indican que la LV se caracteriza por
aparicion de sintomas clinicos dependiendo de la carga
parasitaria en diferentes 6rganos '>?°, en este estudio
la presencia o ausencia de signos clinicos en muchos
casos no estuvo relacionada a la cantidad de parasitos
encontrados en las biopsias de piel.

Se han encontrado animales sin sintomatologia
y con elevada cantidad de parasitos presentes en la
biopsia, asi como animales con baja carga parasitaria
y sintomatologia variable. Por otra parte, se observa
que la alta carga parasitaria se relaciona con inmuno-
supresion mediada por linfocitos Thl, mientras que en
los animales con alta respuesta inmunologica, la carga
parasitaria esta disminuida.

Los datos obtenidos coinciden con autores que ma-
nifiestan que el control de la LV depende de una exitosa
respuesta inmune mediada por células *, en la cual el
IFN-y producido por las células Th1 y NK estimuladas
por IL-12, lleva a la accion microbicida mediada por
oxido nitrico.
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