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RESUMEN

La leishmaniasis es una enfermedad cronica con manifestaciones clinicas que
varian en funcion de la especie infectante. Actualmente no existe un tratamiento
efectivo para la enfermedad, se asume que el paciente se ha curado cuando
existe cierre de la lesiébn. En el presente estudio se ha determinado el valor
prondstico de la medicion de los niveles de anticuerpos IgG e IgE anti-leishmania
antes y después del tratamiento leishmanicida con los medicamentos:
Glucantime, Anfotericina “B” y el extracto crudo de Evanta. Los niveles de
anticuerpos IgG e IgE anti-antigenos solubles de leishmania fueron medidos por
la prueba de ELISA indirecto validada en el laboratorio de histocompatibilidad e
inmunogenetica del Instituto SELADIS. También, se midieron los niveles de
anticuerpos IgG anti Leishmania por (IFI) Inmunofluorescencia Indirecta. Los
resultados mostraron que en el caso de éxito o fracaso del tratamiento no existen
diferencia significativa entre los niveles de anticuerpos IgG e IgE (p<0,05), se
observé que en pacientes tratados con Glucantime y Evanta al mes de culminado
el tratamiento los niveles de anticuerpos por ELISA e IFI no se negativizaron
alcanzando una disminucion promedio del 40%. EI tratamiento con Anfotericina
“B” mostro ser el mas efectivo alcanzandose la negativizacion de los anticuerpos
evaluados por ELISA e IFI (p<0,05) (}* = 3,00). También, se determiné que los

resultados de la Inmunofluorescencia guardan mejor correlacion que los
resultados de ELISA cuando el paciente hace cura clinica de la lesion. Los
resultados del estudio han demostrado que es importante medir los niveles de
anticuerpos en el seguimiento serologico del paciente tratado para confirmar que
el paciente ha realizado la cura clinica y la cura parasitologica, y que el
seguimiento post tratamiento en el caso de la Evanta y el Glucantime deberia
hacerse como minimo hasta los seis meses ya que al mes de culminado el
tratamiento los niveles alcanzados no tienen relacién con la cura clinica de la

enfermedad.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a chronic infectious disease with clinical manifestations that vary
depending on the infecting species. There is no effective treatment for the
disease. Is assumed that the patient has been cured when there is closure of the
heal. It has been suggested that by evaluating the negativisation of IgG and IgE
antibodies levels can be determined if the patient-has been cured. In the present
study we determined the prognostic value of measuring levels of IgG and IgE anti-
Leishmania before -and after treatment with leishmanicidal drugs such us
Evanta‘s raw extract, Glucantime and Amphotericin "B". The levels of IgG and
IgE anti-soluble Leishmania antigens were measured by indirect ELISA previously
validated in our laboratory. Also, we measured the levels of anti-Leishmania IgG
antibodies by indirect immunofluorescence (IIF). The results show that in the case
of success or failure of treatment there is no significant difference between the
levels of IgG and IgE antibodies (p<0,05). Also, it was observed that in patients
treated with Glucantime and Evanta after a month of treatment the antibody levels
measured by ELISA and IFA not become negative reaching an average decrease
of 40%. Amphotericin "B" Treatment showed to be the most effective, reaching
negativisation of antibodies levels assessed by ELISA and IIF (p<0,05) ({* =
3,00). Also, it was determined that the IIF results have best correlation that ELISA
results when the patient makes clinical _healing of the injury. The study results
have shown that it is important to measure the levels of antibodies for the
serological monitoring of treated patients in order to confirm that patients have
both clinical and parasitological cure and determined that post-treatment follow-
up in the case of the Evanta and Glucantime should be done until six months,
since following after a month of treatment the antibodies levels are not related to
clinical cure of the disease.
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l. INTRODUCCION

Las leishmaniasis comprenden un grupo de enfermedades causada por varias
especies de parasitos intracelulares obligatorios del género leishmania. La
enfermedad depende: de la especie que inicia la infeccion, del estado de salud y
la naturaleza genética del individuo infectado. El espectro de presentacion de la
enfermedad va desde ulceras cutaneas que se curan espontaneamente, hasta
graves afecciones viscerales que pueden comprometer la vida del paciente.
(Ryan K., Ray C., 2004).

Las respuestas inmunitarias frente a las infecciones por parasitos que es el caso
de leishmaniasis, se caracterizan por la elevacion de las concentraciones de IgE
e IgG y por la eosinofilia, y dependen de la citocinas secretadas por las células
TH2. (Roberts H., 2000)

Las Leishmanias poseen una serie de estrategias complejas para atacar, infectar
y sobrevivir dentro de los macréfagos. El huésped falla en controlar al patégeno
debido a la habilidad que tienen algunas cepas de resistir a la acciéon microbicida
de los macrofagos activados y a la caida de la respuesta inmunoprotectora del
huésped, es por esta razén que hay lesiones que se curan espontaneamente, las
cuales estan asociadas con una respuesta positiva de las células T antigeno
especificas. Las formas viscerales y cutaneas difusas estan asociadas con una
respuesta débil o ausente, y la forma mucocutadnea asociada a una hiper

respuesta de las células T. (Roberts H., 2000)

Las leishmaniasis son enfermedades parasitarias de mayor prevalencia en el
mundo, esté presente en 88 paises, especialmente en las regiones tropicales y
subtropicales de Ameérica, Europa, Asia y Africa. Afecta principalmente a la
poblacién que habita en areas rurales y semiurbanas donde prevalece la pobreza
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y donde los sistemas de salud son poco eficientes. (Ampuero J., Urdaneta M.,
2010).

En Bolivia, aproximadamente 800.000 individuos se encuentran en alto riesgo de
enfermar con leishmaniasis. En el afio 2012, se reportaron 2892 nuevos casos
confirmados de leishmaniasis. Los datos disponibles aun son considerados
parciales y no revelan la -magnitud-del problema. (Escuela de Salud, Biblioteca,
SNIS / Ministerio de Salud y Deportes, 2013).

Es por esta razon, como herramienta de diagnéstico de Leishmaniasis y por
medio de laboratorio se - utilizan las siguientes  técnicas: Ensayo
Inmunoenzimatico (ELISA), Inmunofluorescencia indirecta (IFI) y Reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), las cuales no son lo suficientemente precisas
para determinar si el paciente hizo o0 no cura parasitologica de la misma. En el
presente trabajo planteamos utilizar dos pruebas de ELISA tipo indirecto,
previamente estandarizadas (Choguehuanca et. al.) para determinar los niveles
de anticuerpos de tipo IgG e IgE anti- Leishmania, que sean capaces de
identificar a estos dos tipos de anticuerpos como marcadores de diagndstico y
respuesta al tratamiento, como valor pronéstico favorable 0 no en la resolucion
de la enfermedad, brindando al clinico una herramienta mas de apoyo que le
permita tomar decisiones oportunas referidas al tratamiento y control de

pacientes con leishmaniasis. (Henao H., Osorio Y., 2004).
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ll.  MARCO TEORICO

Las leishmaniasis son un conjunto de afecciones parasitarias debidas a
protozoarios del género Leishmania, se transmiten por la picadura de mosquitos
dipteros hematofagos; (Fleb6tomos) viejo mundo y (Lutzomyas) nuevo mundo;
que viven en las zonas tropicales y subtropicales del viejo mundo, del nuevo

mundo y de Bolivia.

La infeccion se caracteriza por lesionar la piel y/o mucosas del hombre y de
diferentes especies de animales silvestres y domésticos; preferentemente son
afectadas personas que residen y trabajan en las regiones endémicas de la

enfermedad, y algunas etnias que habitan estos lugares. (Ryan K., Ray C., 2004).
A. EPIDEMIOLOGIA.-

Al ser la Leishmaniasis una de las enfermedades de mas alta prevalencia en

zonas tropicales y subtropicales del mundo, actualmente las estadisticas reflejan

la siguiente situacion.

» 90% de Leishmaniasis visceral (LV) esta en 5 paises: Bangladesh, India,
Nepal, Sudan y Brasil.

Y

90% de Leishmaniasis cutanea (LC) esta en 8 paises: Afganistan, Algeria,
Brasil, IrAn, Colombia, Peru, Bolivia, Arabia Saudita y Siria

90% de Leishmaniasis mucocutanea (LMC ) son de Brasil, Bolivia y Pera
Esta presente en toda América excepto Canada y Chile

12 millones de personas infectadas en todo el mundo

250 mil casos nuevos de Leishmaniasis cutanea (LC)

70 mil casos nuevos de Leishmaniasis visceral (LV)

YV V V V V V

10 mil casos nuevos de Leishmaniasis mucocutanea (LMC)
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Por cada caso diagnosticado, tratado y reportado, se presume que hay al menos
3 casos no detectados, esto fundamentalmente debido a registros pobres e
incompletos en los sistemas de salud. (Organizacién Panamericana de la Salud,
2012).

La leishmaniasis segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se divide en

dos patrones epidemiolégicos descritos a continuacion:

1. Patron epidemiolégico 1

Esta asociado a deforestacion, por motivo de construccion de viviendas,

asentamientos no planificados, agricultura, caza, pesca, explotacion aurifera.

Antropozoonosis de animales silvestres que puede agredir al hombre cuando

entra en contacto con focos zoonoticos en bosque primario.

2. Patron epidemiolégico 2

Esta presente en regiones de colonizacion antigua, relacionado con procesos
migratorios, ocupacion de poblaciones semiurbanizadas, periferia de centros

poblacionales.

No esta asociado a deforestacion, pueden jugar un papel importante como
reservorios canes, equinos, roedores discutiéndose la posible adaptacion de
vectores y parasitos en ambientes modificados. (Organizaciéon Panamericana de la
Salud, 2007).
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Respecto a la epidemiologia en Bolivia han sido encontradas cuatro formas
clinicas de Leishmaniasis: Leishmaniasis mucocutanea (LMC); Leishmaniasis
cutanea (LC); Leishmaniasis cutaneo-difusa (LCD) y Leishmaniasis Visceral (LV),
las cuales son causadas por: Leishmania (V) braziliensis, Leishmania (L)

amazonensis; Leishmania (L) chagasi y Leishmania (V) guyanensis.

Las formas predominantes son la Leishmaniasis cutanea (LC), que
aproximadamente representa el 90% de las notificaciones, el restante 10%
corresponde a Leishmaniasis mucocutanea (LMC) y las dltimas especies
generan casos clinicos esporadicos. (Organizacion Panamericana de la Salud,
2011).

PROGRAMA NACIONAL DE LEISHMANIASIS
MAPA EPIDEMIOLOGICO POR MUNICIPIOS Y NIVELES DE RIESGO

Seccion

Sin Transmicion

Baja Transmicion
Mediana Transmicién
Alta Transmicion
Hipertransmicion

]

0.01 - 50
50.01 - 100
100.01 - 150
150.01 - 500

FIGURA N° 1 Mapa epidemioldgico por municipios y niveles
de riesgo en Bolivia
Disponible en http://www.ops.org.bo/textocompleto/nsp16017.pdf
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En los afos 2011 y 2012 en el departamento de La Paz se reportaron 730 y 844
casos respectivamente con una tasa de incidencia por 100.000 habitantes de
25,33 (2011) y 27,64 (2012). (Escuela de Salud, Biblioteca SNIS — Ministerio de Salud
y Deportes 2013).

De los 844 casos en el departamento de La Paz, por municipios los casos se
reportaron de la siguiente-manera: Ixiamas 58 casos, Apolo 13 casos, Caranavi
123 casos, Guanay 5 casos, Coroico 32 casos, Coripata 19 casos, San Buena
Ventura 59 casos, Palos Blancos 99 casos, Asunta 266 casos, Chulumani 47
casos, Irupana 66 casos y en Inquisivi 57 casos (Ayata 5 casos, Cairoma 2 caso,
Cajuata 28 casos, Chuma 2 casos, Mapiri 2 casos, Tacacoma 3 casos, Teoponte
11 casos, Yanacachi 4 casos). (Escuela de Salud, Biblioteca, SNIS / Ministerio de
Salud y Deportes - 2013).

CASOS POSITIVOS DE LEISHMANIASIS
DEPARTAMENTO DE LA PAZ - 2012

S. BUENAVENTURA
59

I P.BLANCOS

( 99

IXIAMAS

CARANAVI
123

CHULUMAN
47

I IRUPANA|
I 66

INQUISIVI
57

GUANAY
5

COROICO
32

CORIPATA
19

TOTAL CASOS
844

FIGURA N° 2 Zona endémica del departamento de La Paz

Casos positivos de Leishmaniasis en el departamento de La Paz
Disponible en www.sns.gob.bo. 2013
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B. LEISHMANIASIS.-

La leishmaniasis es transmitida a los humanos (huéspedes vertebrados) por la

picadura del vector flebotomino hembra.
1. Vector.-
El vector mide aproximadamente de 2 a 3 mm, su cuerpo y alas son cubiertas de

pelo, tiene un cuerpo giboso, vuelo corté y bajo, generalmente la actividad es

crepuscular. (Murray H., Berman J., 2005).

FIGURA N° 3 Insecto vector de Leishmania
Disponible en http://buscaterapias.cl/que-es-la-leishmaniasis

2. Ciclo de vida del vector.-
El ciclo de vida del vector dura desde 30 dias hasta 90 dias, donde se lleva a

cabo la maduracion de los huevos, ovoposicion, eclosion, larva, pupa para

convertirse en adulto. (Davies C., Saravia N., 2005).
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Maduracion
de los huevos

7 dias
Ovoposicion
40 - 70 ovos
~ Aduto | CICLO 30-90DIAS , .
Viven 15 — 30 dias
Eclosion
15 — 70 dias
Pupa Larva

ESQUEMA N° 1 Ciclo de vida del vector

Elaboracién propia

El vector flebotomino hembra infecta a los mamiferos por inoculacion del
promastigote dentro de las heridas hemorragicas creadas en la piel mientras se

alimentan de la sangre.

Tras la picadura del flebotomino hembra, los promastigotes albergados en la
proglotide del vector infectan al huésped, luego estos son internalizados por
células fagociticas, principalmente macrofagos, sufriendo una posterior
transformacién a la forma amastigote dentro la vacuola parasitofora. Los
amastigotes mantienen el parasitismo en el huésped vertebrado por replicacion
en la vacuola parasitofora y eventualmente llevan a la destruccion de las células
huésped. (Cair6 J., 1996).

Asi, la sintomatologia clinica resulta de la replicacién del parasito dentro de los
macrofagos de la dermis, mucosa naso-orofaringe y el sistema fagocitico
mononuclear del huésped e histolégicamente las lesiones estan caracterizadas

por necrosis, placas de nddulos infiltrados en tejidos, placas granulomatosas y
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Ulcera en el epitelio septal. Asimismo, el cartilago nasal septal presenta células
inflamatorias que parecen estar evadiendo el cartilago, en algunos pacientes se
observa intensas reacciones inflamatorias que pueden aparecer en los primeros
dias del tratamiento, también se observa infiltracion de células B plasmocitarias,
fibroblastos, macrofagos con amastigotes intracelulares. (Momen H., Cupolillo E.,
2000).

3. Formas morfolégicas.-

Los parasitos de Leishmania se caracterizan por presentar dos formas
morfolégicas que son; la intracelular o amastigote, que se localiza en las células
del Sistema Fagocitico Mononuclear del hospedero vertebrado, y la forma
extracelular o promastigote localizada en el tracto intestinal del vector vertebrado.
(Cair6 J., 1996).

Fleb6tomos ﬂ

Promastigote LRt e, Y 1 ]
-

Tejido del
Mamifero

Amastigote

Macréfago

Epitelio intestinal del insecto

FIGURA N° 4 Formas morfologicas del parasito de Leishmania
Disponible en http://infecction.thelancet.com 2007.
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FIGURA N° 5 Forma promastigote y forma amastigote
Disponible en htt://infection.thelancet.com 2007.

El promastigote, es la forma extracelular que se ubica en el intestino de los
parasitos, se caracteriza por tener un cuerpo alargado y un flagelo que le permite
el movimiento. Esta forma, al ser inoculada dentro de los hospedadores, se

transforma en el segundo estado morfologico conocido como amastigote.

Los amastigotes se caracterizan por ser redondeados, sin la presencia del
flagelo, de 2 a 4p (micras) de diametro con un nucleo y un kinetoplasto (estructura
mitocondrial especializada que contiene ADN). Esta forma parasitaria es la

visualizada en los frotis y biopsia para el diagnéstico de la enfermedad.

Los amastigotes son exclusivamente intracelulares pero pueden encontrarse en
el intersticio en los casos en los que el parasito se reproduce hasta ocasionar la

ruptura de la célula hospedadora. (Murray H., Berman J.2005).

El amastigote tiene forma ovalada o redondeada, carece de flagelos y de
membrana ondulante y, por tanto, es inmoévil. En los preparados tefiidos con
Wright y Giemsa se observa una membrana citoplasmatica, que le sirve de sostén
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y envoltura; un citoplasma azul claro y, ocasionalmente, un cariosoma central o
excéntrico. En el citoplasma esta incluido el nucleo de color rojo purpura, de
localizacion excéntrica, dirigido un poco hacia la extremidad posterior. El
cinetoplasto, que se tifie intensamente de rojo y que se ubica cerca y delante del
nacleo, es una estructura mitocondrial especializada que contiene una cantidad
sustancial del ADN extranuclear, contiene el corplsculo parabasal y un
blefaroplasto puntiforme. El axonema o rizonema es un filamento que parte del

cinetoplasto y se dirige a la membrana celular. (Chavez A., 2002).

Los amastigotes se multiplican por fision binaria dentro de vacuolas parasitoforas
de los macréfagos. Primero, inician la division del cinetoplasto, uno de los
fragmentos conserva el rizonema, mientras que el otro forma su propia estructura
flagelar. Luego, sigue la division del nacleo por mitosis y concluye con la del
citoplasma, en sentido anteroposterior. La cantidad de amastigotes puede llegar
hasta 200, lo que ocasiona la distension y ruptura del macréfago. Los amastigotes
libres entran en nuevas células del sistema fagocitario mononuclear, donde se
multiplican de nuevo. El ciclo se reanuda cuando el fleb6tomo pica a un huésped

para alimentarse de sangre. (Corona F., 2008).
C. CLASIFICACION TAXONOMICA DEL GENERO LEISHMANIA
El género Leishmania comprende dos grandes subgéneros; Viannia y

Leishmania, que comprende varias especies patdogenas para el hombre; siendo

las mas importantes las siguientes:
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L. archivaldi
L. donovani
L. infantur_n
(" L. donovani L. chagasi
T L. kilichi
R L. tropica L. tropica
Y / LEISHVANIA< ~ L.major ~ — b-maier
P o L. aethiopica
A L. acthiopica L. gamhani
N
i L. amazonensis
O . L mexicana L. mexicana
S L. pifanoi
O LEISHMANIA< L. venezuelensis
M
A ~ N
T Clase L. lainsoni
L. naiffi
I especifica
D K L. braziliensis
A ' < L. braziliensis | - peruviana
E .
L. guyanensis
L. guyanensis L. panamensis
\gia L. shawi
Familia Género Subgénero Complejo Especie

ESQUEMA N° 2 Clasificacion taxondmica del género Leishmania
Elaboracién propia (Fuente OMS)

D.

CICLO BIOLOGICO.-

La Leishmania es heterogénea y puede producir diferentes ciclos:

Primer ciclo, principalmente silvestre, en el que la Leishmania circula entre los

reservorios naturales, y mantiene el ciclo con la participacién de los vectores

propios de la zona endémica.

En un segundo ciclo, los vectores infectados pueden atacar al hombre y a los

animales domeésticos o peridomésticos.



Se puede producir un tercer ciclo, en el que el propio enfermo con leishmaniasis

se constituye en reservorio. (Bonfante R., Barruela S., 2002)

Estadio en el paréasito Estadio en el Humano

Los mosquitos infectados al picar . .
. - Por lo cual invaden la piel local
Completando de esta manera ﬂ regurgitan promastigotes de P y

i iologi i son fagocitados por células locales,
el ciclo blologwo de', parasito Leishmania en la piel del huésped 9 g X P .
de Leishmania. principalmente macréfagos

/ Una vez fagocitados los promastigotes,

por los macréfagos dentro de los
—

fagolisosomas, los promastigotes se

transforman en amastigotes
Los parésitos migran a la
probéscide del mosquito

Los amastigotes se replican e
infectan a macréfagos adicionales,
ya sea en tejidos locales o en tejidos

ﬂ E distantes después de la difusion
El amastigote se transforma Ahora bien los mosquitos se
de nuevo en promastigotes en alimentan de la sangre en este
el intestino del mosquito. caso de un huésped infectado
por lo que se infectan con
amastigotes

FIGURA N° 6 Ciclo Bioldgico de Leishmania

Los mosquitos infectados al picar regurgitan promastigotes de Leishmania en la piel del huésped (1), por lo
cual invaden la piel local y son fagocitados por células locales, principalmente macréfagos (2). Una vez
fagocitados los promastigotes de Leishmania por los macréfagos, dentro de los fagolisosomas de los
macrofagos residentes, los promastigotes se transforman en amastigotes (3), estos amastigotes se replican
e infectan a macréfagos adicionales, ya sea en tejidos locales o en tejidos distantes después de la difusion
(4). Ahora bien los mosquitos se alimentan de la sangre en este caso de un huésped infectado (5), por lo
que se infectan con amastigotes (6), que se transforma de nuevo en promastigotes en el intestino del
mosquito (lo cual depende de la especie de Leishmania, porque existe diferentes regiones del intestino del
mosquito que son parasitadas) (7). Los parasitos migran a la probéscide del mosquito (8), completando de
esta manera el ciclo bioldgico del parasito de Leishmania.
Disponible en htt://infection.thelancet.com 2007.

E. TI1POS DE LEISHMANIASIS.-

La clasificacion es la siguiente:
a) Cutanea localizada y Cutanea difusa
b) Cutaneomucosa.

c) Visceral o kala-azar. (Chavez A., Sdenz M., 2002).
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FORMA PRESENTACION

Leishmaniasis Cutanea 1. Localizada
Diseminada
Difusa

Leishmaniasis Mucosa 4. Tardia

Indeterminada

Primaria

Leishmaniasis Mucocutanea Concomitante

Contigua
Leishmaniasis Visceral Ganglionar inicial
Forma Inaparente . Sub clinica

TABLA N° 1 Tipos de Leishmaniasis

Elaboracién propia

1. Leishmaniasis Cutanea Localizada (LCL)

| N Y I

| I I

AGENTES

. amazoniensis
. braziliensis

. trépica

. mexicana

. lainsoni

. braziliensis

. braziliensis

. amazoniensis

. braziliensis
. donovanni
. infantum

. Chagasi

Todos

a. Primer estadio de la tlcera primaria (Lesidon cutanea)
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Ocurre en areas expuestas a la picadura de insectos entre dos a cuatro semanas
después de ésta y es inversamente proporcional al indculo.

La localizacion mas frecuente es en las partes expuestas (brazos, piernas, cara),
indoloras salvo infeccién bacteriana y presenta prurito solo el 60% de los
pacientes. En el sitio de la picadura aparece un noédulo eritematoso asintomatico
de 1 a 10 cm de diametro, que en el transcurso de 1 a 3 meses se agranda y
transforma en una ulcera de bordes indurados y de coloracion violacea. Las
Ulceras pueden ser Unicas o multiples redondeadas, de fondo limpio e indoloras
si no estan infectadas secundariamente. Los sujetos con LCL ocasionalmente
curan espontaneamente en un lapso de 6 meses a 4 afos, dejando una placa

deprimida y discromica con telangiectasias. (Assis R., 2012).

b. Segundo estadio con lesiones cicatrizales

Si la ulcera primaria no recibe tratamiento adecuado, cicatriza espontaneamente
al cabo de 12 o 18 meses, la cicatriz se asemeja a la de una quemadura. El
parasito diseminado al Sistema Reticulo Endotelial se queda en estado de
latencia y después de un tiempo variado (meses 0 afos) se reactiva y pasa al

tercer estadio. (Gramiccia M., 2011).
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A. Lesion en proceso de cicatrizacion de
Leishmania braziliensis B. Lesion activa de Leishmania braziliensis

FIGURA N° 7 Lesion cutéanea producida por Leishmania braziliensis
Gentileza Dr. Rolando Parra (Palos Blancos — La Paz — Bolivia) Proyecto O.S.C.A.R.

2. Leishmaniasis cutaneomucosa (LCM)

a. Tercer estadio, ulceras secundarias (Lesiones mucosas)

Inicialmente es afectada la mucosa nasal, con prurito, dolor moderado,
obstruccion, secreciones, sangrado facil, disnea y aparece una pequefa ulcera
en el tabique por lo cual la regién vecina es comprometida con perforacion
(deformidad), con invasion y destruccion de la mucosa nasofaringea y siempre
se desarrolla después de que desaparecen las lesiones cutaneas;
ocasionalmente puede presentarse hasta 20 afios después de adquirir la

infeccion.

A medida que la enfermedad avanza provoca la caida del la piramide nasal,
afectando faringe, laringe, lengua, labios y el paciente muere por neumonia,
obstruccion laringea (asfixia), desnutricion por no poder comer y con infeccion
sobre anadida. ((Arenas, R., Flisser A., 2006).
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A. Leishmania cutaneomucosa B. Leishmania cutaneomucosa

FIGURA N° 8 Lesion cutaneomucosa producida por

Leishmania braziliensis
Gentileza Dr. Rolando Parra (Palos Blancos — La Paz — Bolivia) Proyecto O.S.C.A.R.

3. Leishmaniasis visceral (LV)

La leishmaniasis visceral (enfermedad sistémica) puede ocasionar
complicaciones mortales. Cuando el insecto vector pica, este parasito migra a la
médula Gsea, al bazo y a los ganglios linfaticos y afecta al sistema inmune
disminuyendo el numero de linfocitos que combaten la enfermedad.

Generalmente tiene un periodo de incubacién de 3 a 8 meses, aunque existen
informes que indican que el periodo de incubacion puede ser hasta 34 meses.

Produce lesiones en el sistema reticuloendotelial, y se manifiesta por
adenomegalias, hepatoesplenomegalia, anemia, leucopenia,
hipergamaglobulinemia, fiebre (intermitente y generalmente con dos picos al dia),
pérdida de peso, astenia, pigmentacion cutdnea, asi como areas
hipopigmentadas en frente y alrededor de la boca, las manos y la linea central

del abdomen. (Pastor S., 2012).
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En los nifios, la infeccion sistémica empieza regularmente de una manera subita
con vomitos, diarrea, fiebre y tos. En los adultos, se presenta una fiebre que dura
de dos semanas a dos meses, acompafada de sintomas inespecificos como

astenia y anorexia. (Flisser A., 2006).

A. Leishmaniasis visceral B. Leishmaniasis visceral

FIGURA N° 9 Signo Patognomoénico de Leishmaniasis Visceral
Disponible en htt://facmed.unan.mx.deptos/parasitologia

F.  FISIOPATOLOGIA DE LA ENFERMEDAD.-

La enfermedad empieza con la inoculacion de 5.000 a 100.000 promastigotes de
Leishmania por cada picadura del mosquito transmisor en 1 mm* de piel, este
vector al picar al mamifero se alimenta con sangre de un vertebrado infectado, e
ingiere macrofagos infectados con amastigotes presentes dentro de la piel. La
transformacién del amastigote a promastigote ocurre en el estomago del vector
dentro de las siguientes 24 a 48 horas. Los promastigotes se multiplican
activamente por division binaria longitudinal. (Alvar J., Molina., 2004).

Algunos promastigotes quedan libres desde el inicio en el lumen intestinal; otros
se adhieren a la pared intestinal por hemidesmosomas. La localizacion del
parasito en el intestino varia de acuerdo a la especie del vector y de Leishmania.
(Barruela S., 2002)
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Después de la replicacion en el intestino, los promastigotes migran al esofago y
la faringe. En el tubo digestivo de la hembra del vector, los promastigotes son
estructuras piriformes o fusiformes que presenta la extremidad posterior mas
delgada que la anterior, su cuerpo es flexible y se mueve por la accién de un
flagelo libre situado en la parte posterior que es casi de igual tamafio que el
cuerpo; el nacleo se localiza en el centro de la célula y el cinetoplasto entre el
nacleo y la extremidad anterior somatica; el rizonema parte del cinetoplasto y se

continta con el flagelo libre. (Barruela S., 2002)

La saliva del mosquito contiene anticoagulantes y vasodilatadores que facilitan la
hemorragia y tiene un rol en el establecimiento de la infeccién, debido a que
reduce la produccién del 6xido nitroso por los macréfagos activados. En los
vectores excesivamente infectados, la proboscis esta congestionada, lo que hace
dificil alimentarse, por lo que el mosquito realiza multiples picaduras e
inoculaciones. Los promastigotes no migran activamente hacia los macroéfagos,
permanecen en el espacio intercelular y activan el complemento por una via
alternativa, que inicia la acumulacion de neutréfilos y macréfagos. Aunque
muchos promastigotes son destruidos por los leucocitos polimorfonucleares,
unos pocos se transforman en amastigotes en las células del sistema
reticuloendotelial, en un periodo de 3 a 4 horas en promedio, permanecen en
estadio estacionario por 36 horas aproximadamente y, luego empiezan a

reproducirse. (Chéavez A., 2002).

La adhesion entre el parasito y los macréfagos es una etapa fundamental para la
invasion de las células del huésped. Sobre la superficie de la Leishmania han
sido identificados numerosos receptores, entre los mas importantes la
glicoproteina 63 (gp63) con actividad metaloproteasa (la cual es abundante en
la superficie de los promastigotes que inhibe la lisis mediada por complemento y

promueve la captacion del parasito mediante la transformacion de C3b en C3bi)
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y el lipofosfoglicano (LPG) un glicofosfolipido anclado a la membrana mediante
glicosilfosfatidil inositol (GPI). EI LPG es el mayor glicoconjugado que se expresa
en toda la superficie del parasito incluido el flagelo facilitando la entrada del
parasito en la célula, también tiene la funcion de resistir la destruccion del parasito
cuando el mosquito digiere los alimentos y hace que el parasito se ancle al

intestino para que no sea eliminado con los alimentos. (Berkow, R., 2008).

Las especies de Leishmania han desarrollado varios mecanismos para resistir la
actividad digestiva y antimicrobiana de las células fagociticas. Los amastigotes
son mas resistentes que los promastigotes a los mecanismos antimicrobianos
inducidos por citoquinas e intermediarios dependientes del oxigeno, lo que refleja
una adaptacion al crecimiento intracelular. (Bonfante R., 2002).

G.  ASPECTOS INMUNOLOGICOS.-

Las respuestas inmunitarias frente a las infecciones por parasitos como en el
caso de Leishmaniasis, se caracterizan por la elevacion de las concentraciones
de IgE, por la eosinofilia y dependen de la citocinas secretadas por las células
TH2.

Se sabe que la elevacion de IgE sérica es una respuesta al estimulo de la IL-4
cuando se administra anticuerpos neutralizantes especificos de la IL-4 vy la
eosinofilia se debe a la expresion de la IL-5, porque se inhibe con anticuerpos
anti IL-5. EI bloqueo de la IL-5 por anticuerpos anti IL-5 también, induce una

disminucién de los niveles de eosinofilos. (Roberts H., 2000)
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1. Los parasitos inducen la expresion especifica e inespecifica de

Anticuerpos

En el curso de estas infecciones parasitarias se produce una
hipergammaglobulinemia inespecifica, debida probablemente a sustancias
liberadas por los parasitos que actian como mitdégenos de las células B. La
importancia de las respuestas dependientes e independientes de anticuerpos es
diferente segun el tipo de anticuerpo:

v' Los anticuerpos pueden actuar directamente sobre los parasitos, ya sea por

si solos o mediante la activacion del complemento.

v' Los anticuerpos pueden neutralizar directamente a un parasito, impidiendo
su union a los receptores especificos presentes en las células no infectadas

del huésped.

v Los anticuerpos pueden estimular la fagocitosis por parte de los
macréfagos. La fagocitosis es aun mas intensa cuando es potenciada por
el Sistema del Complemento. Estos efectos estan mediados por los
receptores de Fc y de C3 de los macrofagos, cuyo numero puede aumentar

como consecuencia de la activacion de estas células.

v Los anticuerpos también intervienen en respuestas de citotoxicidad
mediada por células y dependiente de anticuerpos. Las células citotoxicas
como los macrofagos, los neutréfilos y los eosindfilos se adhieren a los
parasitos recubiertos previamente de anticuerpos mediante sus receptores
de Fcy de C3, y llevan a cabo un proceso de exocitosis de granulos toxicos
sobre la superficie del parasito. (Corona J., 2008).
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2. Cambio de isotipo a IgE

Las células B estimuladas por células TH2 en funcién al patrén de citoquinas que
liberen pueden cambiar el isotipo del anticuerpo secretado Ejm: de IgM a IgE. La
produccion de IgE que la célula TH2, libere IL-4. Las TH2 aparecen cuando las
células T CD4 naive (virgenes, que no han interaccionado previamente con

antigeno) se encuentran con el antigeno por primera vez en presencia de IL-4.

La importancia de IL-4 para dirigir la produccion de IgE se aprecia en ratones,
que carecen de un gen funcional de IL-4: la principal anormalidad en dichos
animales parece ser una reduccion de la sintesis de IgE. En el raton, se ha
demostrado que la produccion temprana de IL-4 es resultado de la activacion de
una pequefa subpoblacién de células T CD4, las NK, que interactuan con las
células presentadoras de antigeno que portan una molécula similar al MHC de
clase | no clasica, CD1. (Bonfante R., 2008).

3. ~ Papel de los mastocitos y eosindfilos en la expulsion de los

parasitos

El papel de los mastocitos en la eliminacién de parasitos viene sugerido por la
mastocitosis intestinal. Un estudio que se realiz0 en ratones mutantes con
deficiencia de mastocitos, mostré una eliminacién disminuida de los nematodos
intestinales, ya que carecen de IL-3, de mastocitos funcionales y no pueden
producir basoéfilos en respuesta a infecciones por helmintos.

Los mastocitos se activan por anticuerpos IgE unido a receptores Fc especificos
de IgE (FCeRI) y de IgG (FCyRIIl), liberando sus granulos y secretando

mediadores lipidicos (prostaglandinas y leucotrienos) y citocinas. (Chirinos R.,
2008)



Los eosindfilos son granulocitos que pueden expresar FCeRI solamente cuando

son activados y reclutados al foco de inflamacion.

La activacion de los mastocitos se produce cuando la IgE unida al receptor de
superficie celular se entrecruza con un antigeno multivalente. Esta sefial activa
al mastocito induciendo la liberacién del contenido de sus granulos, en cuyo
interior tienen mediadores inflamatorios preformados. También, como producto
de la activacion los mastocitos secretan citocinas entre las que se encuentran IL-
3, IL-4, GM-CSF y TNF-a. , asi como una proteasa. Estas citocinas provocan
modificaciones de la permeabilidad intestinal y la descamacion del epitelio, lo
gue también es util para expulsar a los parasitos. En infecciones intestinales las
células caliciformes recubren con moco a los helmintos, justo antes de su
expulsion. Se sabe que esta respuesta es especifica, porque solo se produce en
animales inmunizados. La modificacion de la permeabilidad de la mucosa
inducida por los mediadores liberados por los mastocitos, permite que el
complemento y los anticuerpos sean secretados a la luz intestinal. También, es
posible que estos mediadores ejerzan algun efecto sobre la musculatura lisa
intestinal, contrayéndola, de manera que facilite la expulsion del parasito

mediante movimientos peristalticos.

Los eosindfilos estan tipicamente asociados a estas infecciones y se cree que
evolucionaron como sistema de defensa especifico frente a las fases tisulares de
aguellos parasitos cuyo excesivo tamafo impide que puedan ser fagocitados.
Parece ser que las reacciones de los mastocitos dependientes de la IgE favorece
la quimiotaxis de los eosindfilos hacia el parasito y estimulan sus propiedades
antiparasitarias.

La importancia de estas células se demuestra en modelo murino cuando en

ausencia de eosindfilos, los ratones son incapaces de eliminar los helmintos, por
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lo que los enquistan para reducir al minimo sus efectos nocivos. Sin embargo, no
siempre los eosinofilos ayudan al huésped en su lucha contra la infeccion,
impidiendo la migracion de los parasitos a través de los tejidos, sino que como
se ha demostrado en recientes estudios, algunos ratones sin eosinofilos (tratados

con antisuero frente a los eosinoéfilos) presentan una respuesta inmune normal.

Los eosindfilos no poseen propiedades fagociticas tan acusadas como los
neutrofilos. Las perturbaciones de la superficie' de su membrana inducen su
desgranulacion, y su actividad se ve estimulada por citocinas como TNF-o y GM-
CSF. Sin embargo la mayoria de sus efectos se encuentran bajo el control de
mecanismos especificos de Ag. Asi, su union in vitro a larvas de helmintos
recubiertas con IgE o IgG estimula la liberacién del contenido de sus granulos

sobre la superficie de los parasitos. (Cardenas E., 2008)

4.  Interrelacion inmune entre eosinofilos y mastocitos

In vitro se ha observado que la destruccion de los parasitos por parte de los

eosindfilos, se ve potenciada por los productos secretados por los mastocitos.

Los antigenos provocan la desgranulacion de los mastocitos dependiente de IgE
a nivel local, asi como la liberacion de mediadores. Estos atraen selectivamente
a los eosinofilos a la zona de infeccion y potencian su actividad. Mas tarde, ciertos
productos de los eosindfilos bloquean la actividad de los mastocitos. (Se ha
demostrado que estos mecanismos efectores se pueden producir in vivo en los
monos, en los que la destruccidon de los esquistosomas esta relacionada con la

acumulacion de eosindfilos). (Peres I., Pozo S., 2005).

La adhesion entre el parasito y los macrofagos es fundamental para la invasion

de las células del huésped. La proteina sérica C3 del complemento se deposita
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en la superficie del protozoario y reconoce principalmente 2 receptores presentes
en la superficie de la Leishmania: la glicoproteina 63 (gp63) y el lipofosfoglicano
(LPG), que son usados por los parasitos para adherirse a los macréfagos via
receptor C3 del complemento. Una vez que los promastigotes se fijan al
macrofago son englobados en una vacuola parasitéfora, que se une a los
lisosomas que contienen enzimas proteoliticas que pueden matar y digerir las
Leishmanias. (Agerberth B., 2006).

Por otra parte se ha demostrado que TLR-9 se une a motivos CpG no metilados
(en DNA de Leishmania mexicana) induciendo la sobreexpresion del RNAm de
TLR-9 en macrofagos, asi como la produccion de TNF-a e IL-12. En el sitio de la
infeccion los macrofagos tisulares activados secretan abundantes citoquinas
mediadoras de inflamacion, incluyendo el TNF-a, citoquinas producidas
principalmente por macrofagos activados, las interleuquinas (ILs) IL-1, IL-6 e IL-
12, al igual que proteinas C3 del Complemento, siendo las interleuquinas IL-1,
IL-2, TNF-a, Factor Transformante Beta (TGF-B), Factor Quimiotactico y
Activador de los Monocitos (MCAF), las primeras en sintetizarse después del

contacto con el parasito. (Gudmundsson H., 2006).

Sin embargo, las Leishmanias se diferencian y se transforman en amastigotes
que resisten a la agresion y se multiplican dentro de estas vacuolas hasta que
los macrofagos infectados ya no pueden contener mas Leishmanias y las células
mueren liberando amastigotes que van a infectar otras células. Las Leishmanias
destruidas por los macréfagos liberan antigenos que son expresados sobre la
superficie de una molécula MHC en la membrana de los macréfagos y son
presentados a los linfocitos T CD4+ Leishmania especificos. Esto favorece la
diferenciacion de LT CD4+ hacia una célula TH1 que produce IFN-y que activa
los mecanismos microbicidas dependientes de oxigeno y de 6xido nitrico en los
macréfagos. (Abbas A., 1996)
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La resolucion de la infeccién y la proteccidén contra la reinfeccion en humanos y
ratones estan reguladas por la expansion de las células T helper CD4+
Leishmania especificas tipo Thl que producen IFN-y. El IFN-y activa a los
macrofagos para la destruccién intracelular de los amastigotes. La IL-12 tendria
un importante rol en promover el desarrollo de la respuesta Thl protectora. En
modelos de ratones, las células CD8+ Leishmania especifica secretan IFN-y, que

contribuye a la resolucion de la infeccién por L. donovani. (Murfhy K., 1999).

Otros estudios han mostrado que la ausencia de IFN-y es responsable del
desarrollo de la leishmaniasis visceral y la leishmaniasis cutanea difusa. En la
leishmaniasis cutanea americana, los linfocitos T producen IFN-y en respuesta a
antigenos de las Leishmanias, y activan el macréfago para destruir a las
Leishmanias. Es posible que el desarrollo de la enfermedad dependa de la
desregulacion transitoria de la respuesta de las células T durante la fase inicial
de la infeccion. (Sherh M., 1996)

En estudios que usan ratas como modelo experimental se ha demostrado que
durante las infecciones sistémicas progresivas hay expansion de células T CD4+
del tipo Th2 que secretan IL-4, pero no IFN-y o IL-2 en respuesta a antigenos
leishmaniales. La IL-4 suprime el desarrollo de la respuesta Thl y la activacion
de los macroéfagos por el IFN-y. En pacientes con leishmaniasis visceral, la IL-10,
mas que la IL-4, es responsable de la supresion de la respuesta Thl. Las células
CD8+ Leishmania especificas han sido implicadas en la estimulacion de la
secrecion de IL-10 por las células mononucleares de la sangre periférica. La
naturaleza cronica de la leishmaniasis cutanea parece ser debida a la respuesta

Th2 dominante en el sitio de infeccidn de la piel. (Chmielewski M., 2004).
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Recientes estudios han descrito importancia de las interacciones entre los
microorganismos Y las células dendriticas (CD) y el rol central de estas células
en la iniciacion y regulacion de la respuesta inmune antimicrobiana. Las CD
inmaduras en la piel captan el antigeno y lo procesan para su presentacion a
través de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC).
Posteriormente, las CD migran por los nédulos linfaticos transportando el
antigeno procesado a las areas de las células T, diferenciandose en CD maduras
con capacidad para estimular las células T en reposo, que da lugar a la
produccion de citoquinas, como IL-1, IL-6 o IL-12, las que modulan el desarrollo
del tipo de respuesta de células T. En la leishmaniasis, los protozoarios son
fagocitados por macréfagos, CD, neutrdfilos y fibroblastos. Solo las CD migran
por los nodulos linfaticos y transportan el antigeno desde la piel infectada hacia
las areas de las células T y son capaces de proporcionar la principal sefial para
la iniciacion de la respuesta primaria de las células T Leishmania especifica.
Ademas, las CD retienen los antigenos del parasito de una forma inmunogénica
por periodos prolongados, debido al aumento de la estabilidad de complejos
péptidos del MHC de clase Il, permitiendo asi la estimulacion sostenida de las
células T parasito especificas, que mantiene la inmunidad protectora frente a las
Leishmanias. Estos hallazgos sugieren que la interaccion de la Leishmania con
las CD es enfocada como iniciadores y reguladores de la respuesta inmune
especifica. Se ha determinado que la IL-12 en un estadio temprano de la infeccion
es crucial para la determinacion de la inmunidad innata, la actividad de las células
natural killer (NK) para producir IFN-y y la respuesta adaptativa del huésped via
induccion selectiva de la diferenciacion de las células Thl. Este hallazgo es la
clave de las CD como reguladores de la inmunidad antiinfectiva y para la
elaboracion de estrategias para la obtencion de vacunas. (Corona F., Bonfante
G., 2008).
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También, se demostréo en modelo murino que la saliva del flebotomino inhibe la
expresion de TNF y que por otro lado incrementa la expresién de IL-6 por parte
de los macréfagos. Una vez que el promastigote es inoculado en el espacio
extracelular que expuesto a la accion litica u opsonizante del sistema del
complemento, los promastigotes de Leishmania son destruidos por la via alterna
de activacion del complemento la cual se inicia por la unién de las proteinas
fijadoras de manosa (PFM) a los residuos de manosa presente en la superficie
del promastigote y-culmina con la formacién del complejo de ataque a la
membrana. Las Leishmanias son susceptibles a ser destruidas por el sistema
del complemento en cualquiera de sus formas. Los promastigotes se valen de la
capacidad opsonizante de las PFM y del componente C3b para unirse a sus
receptores correspondientes (CR1 y CR2) en la superficie del macrofago para

iniciar el proceso de fagocitosis. (Hombach A., Heuser C., 2004).

Los amastigotes liberados después de que los macrofagos que albergan al
parasito -estallan seran destruidos también por la via clasica de activacion del
complemento que se debe a la unién de anticuerpos IgG e IgM al parasito. Se
tiene reporte que los anticuerpos IgA e IgE contra Leishmania promueven la

destruccién del parasito por activacion de la via alterna del complemento.

Tras la multiplicacidn intracelular de amastigotes localizados en los macrofagos
y las células dendriticas en el sitio de inoculacion, las reacciones celulares
generadas y las diversas citoquinas producidas dan lugar al desarrollo de una
lesion cutanea localizada en la LCL, la lesion primaria es una papula eritematosa
que presenta una base firme, indurada e hiperémica, que aparece de dos a ocho
semanas despueés de la picadura del insecto vector, crece lenta progresivamente,
en las partes expuestas del cuerpo. Presentan bordes irregulares y son indoloras.
Muchas de las ulceras involucionan sin tratamiento en un lapso de 8 meses,

especialmente las ocasionadas por Leishmania mexicana. Por su parte, en las
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acompafadas por Leishmania braziliensis se presentan lesiones cutaneas
acompafadas de linfoadenopatias. Las cicatrices, consecuencia de las Ulceras,

son moteadas y deprimidas. (Corona F., Bonfante G., 2008).

El contacto entre Leishmania y las células inmunocompetentes favorece una
respuesta inmunitaria dirigida a la eliminacion del parasito. La epidermis parece
tener importancia en el inicio del proceso inflamatorio. Hay factores que pueden
afectar el proceso inmunorregulador, entre ellos células epidérmicas
presentadoras de antigenos (Langerhans y queratinocitos), células T efectoras,

y citocinas. (Holtmeier W., 2005).

En la leishmaniasis cutdnea hay abundantes células de Langerhans,
queratinocitos, moléculas de adherencia celular 1 (ICAM-1) y del complejo mayor
de histocompatibilidad (CMH) de clase Il (HLA-DR), asi como acumulacion
selectiva de linfocitos T epidermotropicos que expresan antigenos relacionados
con la funcion de leucocitos (LFA1L), y generacion de respuesta Thl. (Berkow, R.,
2008).

5. Aspectos inmunoldégicos de la piel

La piel es una parte importante del sistema inmunolégico donde ocurren una serie
de respuestas complejas, tanto humorales y celulares. Por esta razon, la piel ha
sido considerada como un 6rgano inmunolégico autosuficiente, compuesto de
células inmunocompetentes (Células de Langerhans epidérmicas, queratinocitos
y linfocitos T); la unidad perivascular dérmica (células endoteliales, pericitos
vasculares, linfocitos T, mastocitos y dendrocitos dérmicos); citoquinas y

quimosinas interactuantes. (Pancer Z., Cooper D., 2006).
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Los procesos inflamatorios en piel proponen tres modelos de enfermedad

cutanea:

El modelo citotoxico donde se da la fase efectora de la respuesta inmunitaria

El modelo tolerogénico, caracterizado principalmente por la falta de participacion
del queratinocito como célula inmunocompetente accesoria, lo cual promueve un

estado de anergia selectiva.

El modelo proinflamatorio, caracterizado por estancamiento de células
inflamatorias en piel como consecuencia de pocas sefiales accesorias por parte
de las ceélulas de Langerhans y excesiva expresion de ICAM-1 por los
queratinocitos. (Rus H., 2005 - Agerberth B., 2006).

En la forma cutaneomucosa por accion de una citosina inhibitoria, el factor de
transformacion de crecimiento beta (TGF-B), provoca desequilibrio en las
poblaciones de linfocitos, la existencia de titulos bajos de interferon gamma (IFN-
Y) vy superproduccion de interleucina 4 (IL-4), todo este proceso aumenta la
citotoxidad de los macréfagos e inhibe la activaciéon de la sintesis de interleucina
1 (IL-1) y del factor de necrosis tumoral alfa (TNF=0); también existe la generacion
de radicales superéxido por el macréfago que corresponde a la principal defensa

contra microorganismos patégenos intracelulares.
En este tipo de Leishmania hay expresion exacerbada de ICAM-1, HLA-DR y

queratinocitos; pérdida de células de Langerhans de trafico de linfocitos y
granulomas Thly Th2. (Berkow, R., 2008 - Matzinger P., 2002).
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6. Inmunidad humoral frente a leishmaniasis

En la leishmaniasis se destaca la importancia y complejidad de la respuesta
inmunitaria del hospedador frente al parasito. Aparecen procesos inmunologicos
diferentes, tanto humorales como celulares, y se observa también un amplio
espectro de desordenes y alteraciones inmunitarias. Donde la presencia de
anticuerpos contra el parasito es la caracteristica principal de la respuesta Th2
inducida por el parasito, los anticuerpos mas representativos que participan en
este tipo de respuesta son la Inmunoglobulina G y la Inmunoglobulina E

principalmente. (Gould H. - Fitzsimmons C., 2007).

a. Lainmunoglobulina E (IgE)

Es un tipo de anticuerpo que esta implicado en la alergia (especialmente asociado
con el tipo | de hipersensibilidad), y la respuesta inmune efectiva contra diversos
agentes patdgenos, por lo que sus niveles suelen estar bastante elevados tanto

en paciente alérgicos como en personas que sufran alguna parasitosis.

El reconocimiento de un antigeno por la IgE desencadena complejas reacciones
inmunitarias, por ejemplo: la degranulacion de los mastocitos, que liberan
sustancias vasoactivas (histamina, heparina, leucotrienos IL4, IL5, IL13 que son
mediadores de la inflamacion y la respuesta inmune TH2) produciendo el
aumento de la permeabilidad capilar, aumento de la contraccion de musculatura
lisa, aumento de la hipersecrecion de moco, asi como la intervencion de los

eosinofilos y anticuerpos IgE en la respuesta inflamatoria.

Cuando una persona es alérgica a una sustancia en particular, el sistema

inmunitario cree errGneamente, que esta bajo una invasién antigénica por
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parasitos, y en un intento de "proteger” el organismo produce IgE. (Gould H. - Erb
K.J., 2007).

El mecanismo por el que se produce IgE inicia de la siguiente manera:

Cuando un alérgeno ingresa a un organismo, es reconocido y fagocitado por las
células dendriticas, las cuales realizan una presentacion antigénica mediante el
Complejo Mayor de Histocompatibilidad tipo I (MHC — Clase Il) a las células CD4,
las cuales a su vez estimulan la diferenciacién de Linfocitos T (Th2); las células
Th2 por accién de la IL4 estimulan a los LB para convertirse en células
plasmaticas productoras de IgE, estos anticuerpos se fijan en los receptores
kxlll de los mastocitos promoviendo en estos la liberacion de sustancias
vasoactivas responsables de la inflamacion y dafio tisular. (Rojas W., Anaya JM.
2007).

La vida media de la IgE en sangre periférica es de 24 — 48 horas, esta se
encuentra en forma libre en sangre en donde se observa que los niveles cambian
a lo largo de la edad. También, la IgE se encuentra en otros liquidos biolégicos
asi como unida a basdfilos y células cebadas, gracias a la propiedad que tiene
esta inmunoglobulina de unirse por su extremo Fc a receptores de superficie
presentes en dichas células. Estas células se caracterizan por encontrarse en la
piel y mucosas y por contener abundantes granulos citoplasmaticos, ricos en
sustancias vasoactivas que liberan una vez se activan. (Galaktionov VG.,
Chmielewski M. 2004).

Otro proceso de mucha importancia es la Citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC), cuyo fendmeno citotéxico no es solo inducido por linfocitos
TCD8+, sino también por otras células del sistema inmune como los macréfagos
o las células NK que pueden destruir también células mediante la colaboracion

con anticuerpos. Este proceso se produce cuando un anticuerpo, generalmente



del tipo IgG y en menor proporcion IgE reconoce un antigeno en la membrana de
una célula y reacciona con en ella rodeandola (fenbmeno semejante a la
opsonizacién), dejando la fraccién Fc libre. Las células con capacidad citotdxica
y receptores para Fc, como las células NK y los macrofagos, se uniran al
fragmento Fc de la inmunoglobulina e induciran la citotoxicidad en la célula. En
este caso la citotoxicidad es inducida por las células pero la especificidad de la
reaccion la proporciona el anticuerpo. En este fendmeno intervienen tanto el
fragmento Fab (union a los antigenos de membrana del patégeno) como el Fc
(unién al receptor especifico en la célula efectora: NK, macréfago). (Pancer Z.,
Cooper M., 2006).

En estudios con ratones infectados experimentalmente con Leishmania
braziliensis muestran una activacion policlonal que puede ser responsable de las
anomalias en la sintesis y secreciéon de inmunoglobulinas (Igs) que han sido
reportadas durante la infeccion también en humanos. Se ha observado que
Leishmania braziliensis aumenta su resistencia a la eliminacién mediada por Ac,
durante su interaccion con el Sistema Inmunitario del hospedador. (Zambrano S.,
Pfaff A., 2008).

Cuando se infectan ratones susceptibles BALB/c con Leishmaniasis se ha
observado que el octamero sintético p183, agrava el padecimiento al inducir el
balance de la respuesta inmune hacia TH2. Las células del ganglio linfatico de
ratones inmunizados y estimulados con este péptido proliferan intensamente,
particularmente células T CD4+, restringidas a moléculas de clase Il del MHC,
que secretan IL-4 pero escasa IL-2 e IFN-y. Los ratones BALB/c inoculados con
el péptido p183 y posteriormente desafiados con Leishmania major desarrollan

una enfermedad significativamente exacerbada.
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La larga vida de los helmintos dentro de los hospedadores mamiferos indica que
los parasitos han desarrollado mecanismos sofisticados para evadir los efectos
citotéxicos de la Respuesta Inmunitaria. Asi, eluden los efectos del complemento
sérico a través de inhibidores moleculares de la activacion, y la capacidad que
tienen para adquirir proteinas reguladoras sobre su superficie. En relacion con
este hallazgo, se ha reportado el papel de anticuerpos IgM (que no tienen
actividad citotéxica) que bloguean la respuesta efectora de la IgG, pero no de
IgE, sobre la superficie de blancos definidos; en un estudio realizado en nifios
clasificados como resistentes o susceptibles a reinfeccion, se encontré que en el
suero de los primeros los niveles de anticuerpos IgM eran significativamente mas

elevados que en los resistentes. (Zambrano S., Pfaff A., 2008).

b. Lainmunoglobulina G (IgG)

Son las inmunoglobulinas mas abundantes y representan mas del 70 % de las Igs
séricas totales. Esta Ig posee capacidad neutralizante, precipitante, de fijar
complemento, de unirse a células NK y a macrofagos (opsonizacion / ADCC) y son
capaces de atravesar activamente las membranas biologicas. La propiedad de
atravesar activamente las membranas biolégicas es de sumo interés por lo que,
ademas de ejercer esta inmunoglobulina su efecto en toda la “economia del
organismo”, lo hace también en el feto al atravesar la placenta desde la madre,
merced a la existencia de receptores para la porcion Fc en el sincitiotrofoblasto.
(Anam K., Afrin F., 1999).

La IgG se sintetiza tardiamente tras un primer contacto con el antigeno, sin

embargo, tras un segundo contacto la mayoria de las Igs formadas pertenecen a

esta clase. (Galaktionov G., Chmielewski M., 2004).
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Esta proteina especializada es sintetizada por el organismo en respuesta a la
invasion de bacterias, hongos y virus. Es la inmunoglobulina mas abundante del
suero, con una concentracion de 600-1.800 mg por 100 mL. La IgG constituye el

80% de las inmunoglobulinas totales.

La determinacién de la Inmunoglobulina IgG es de suma importancia en
pacientes con Leishmania, puesto que es la que participa como efectora de la
Respuesta Inmune, junto con los eosindfilos. (Galaktionov G., Chmielewski M.,
2004).

Se ha reportado en varios estudios maridos y humanos (Ulrich y col.), que IgG4
especificas para Leishmania predominaban en un 95% de los sueros evaluados
de pacientes con LCD. Estos resultados sugieren que la evaluacion de las
subclases de inmunoglobulinas abre una nueva perspectiva para la evaluacion
de la respuesta humoral en la leishmaniasis, no soélo durante el curso de la
enfermedad, sino también en la evaluaciébn de respuestas en esgquemas
terapéuticos y en los procesos de re-infeccion o reactivacion de la enfermedad.
(Zambrano S., Ortiz L. 2002).

H. DIAGNOSTICO.-
El diagnéstico de laboratorio de la enfermedad es de suma importancia debido a
gue existen enfermedades provocadas por bacterias y hongos que presentan una
clinica similar a la de leishmaniasis, tal es el caso de Esporotricosis,

Blastomicosis, Tuberculosis cutanea, Lepra, etc.

Los aspectos clinicos son muy polimorfos pero la mayor parte de las

leishmaniasis tiene en comun la capacidad de ulcerar la piel y las mucosas. Por
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lo tanto, los métodos basados en la demostracion del parasito proveniente de las

lesiones sospechosas es concluyente. (Arenas R., 2005).

Respecto a los pasos que se deben seguir a la hora del diagnostico son:

1) Clinico
2) Epidemiologico
3) Laboratorial

En el diagnéstico de Leishmaniasis la anamnesis es de extraordinaria
importancia porque nos permite determinar si el caso es: sospechoso, probable

o confirmado. (Arenas R., 2005).

Brevemente se hara una descripcion de los métodos de laboratorio que se
emplean en el diagnostico de Leishmaniasis, los cuales pueden ser métodos

directos o indirectos.

1. Métodos directos o parasitoldgicos.-

En el diagnostico parasitologico directo hay dos alternativas de diagndéstico. La
primera es demostrar que el paciente esta albergando la Leishmania, mediante
la visualizacion, en el frotis 0o en la histopatologia, de amastigotes en tejidos
infectados. La segunda opcion es intentar el aislamiento directo de los

promastigotes en cultivos in vitro de las lesiones sospechosas.
Otro método empleado es la inoculacion de animales de laboratorio (hamsters

dorados) y ratones isogénicos y no isogénicos, a partir de los que se puede aislar

y caracterizar a la Leishmania a través de PCR (reaccion en cadena de la
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polimerasa), anticuerpos monoclonales y/o electroforesis de isoenzimas.
(Boelaert M., 1991).

a. Frotis de Lesioén.-

Este método directo permite observar al microscopio amastigotes de Leishmania
presentes en lesion, la sensibilidad varia segun el tiempo de evolucion y la forma
clinica de la enfermedad. La muestra de lesiébn se obtiene mediante la
escarificacion de la superficie o del borde de la lesion, empleando bisturi o palillo
de madera con un extremo en forma de bisel; la muestra se la extiende en un
portaobjetos y se tifie con colorantes panopticos (Giemsa o May Grinwald
Giemsa), para su observacion al microscopio éptico con objetivo de inmersion.
(Fagundes A. ,1991).

La deteccion de parasitos en lesiones crénicas tipicas de Leishmaniasis cutanea
localizada es mas dificil que en lesiones recientes, donde se observan una mayor

cantidad de parasitos que hacen mas facil su diagndstico. (Sosa L.F., 2010).

A. Escarificacié_q del borde B. Aspirado de la lesion con C. Extension de la muestra en
de la lesion jeringa un porta objetos

FIGURA N° 10 Toma de muestra de lesiones a pacientes con Leishmania

Cutanea para diagndstico de laboratorio por método del Frotis
Fuente propia
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b. Cultivo de parasitos.-

La técnica de cultivo de parasitos de Leishmania es complementaria al
diagnéstico directo de la enfermedad, ya que permite el aislamiento del parasito
y facilita su deteccion. No existe un medio universal que permita el crecimiento
de las distintas especies de Leishmania, ya que éstas presentan diferentes
requerimientos nutricionales. Por lo cual, los medios universalmente aceptados
0 mas frecuentemente utilizados son los medios difasicos de agar sangre (medio
de Novy, Nicolle y McNeal o NNN) y los medios liquidos para cultivo celular de
insectos o mamiferos (Schneider, RPMI, etc.), habitualmente enriquecidos con

10 al 30% de suero fetal bovino inactivado.

Un cuidado especial que debe tomarse en cuenta al utilizar medios enriquecidos
con suero bovino fetal, es que debe efectuarse un ensayo previo del lote para
comprobar si permite el crecimiento y multiplicacion de los parasitos, puesto que
estd comprobado que algunos lotes presentan una notable citotoxicidad. De
manera tal, sea cual sea el medio de cultivo a elegir, se le deben afadir
antibioticos (estreptomicina, penicilina, ceftriaxona) para reducir las posibles

contaminaciones. (Gallego M., 2008).

Esta técnica es empleada con mayor frecuencia para fines de investigacién como
tipificacion de parasitos, pruebas in vitro para la obtencion de nuevos agentes
leishmanicidas o como fuente de antigeno para pruebas inmunoldgicas. (Sosa
L.F., 2010)

I Aislamiento primario de las lesiones cutaneas

La sensibilidad del método esta directamente relacionada con la correcta
seleccibn que hagamos del medio mas apropiado y con la habilidad del
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investigador para escoger el lugar de la lesidon que sea el de la mayor actividad
parasitaria (la que solo surge después de afios de experiencia y practica). Para
la recoleccion de la muestra para el cultivo, se puede usar la técnica de aspiracion
de las lesiones por el procedimiento descrito por Hendricks o a través de una
biopsia punch y posterior triturado en una solucion de suero fisiolégico y
antibioticos. Es importante sefalar que la excesiva presencia de sangre en las
muestras colectadas es perjudicial para el desarrollo del parasito. Segun Evans,
la sangre contiene proteinas séricas altamente inhibitorias para el crecimiento de

los promastigotes de Leishmania. (Riera C., 2008).

ii.  Aislamiento primario de las lesiones mucosas

Es bastante dificil aislar Leishmania de los granulomas mucosos, en medios de
cultivo, tanto por la contaminacion de bacterias y hongos ambientales como del
huésped. Por ello los cultivos deben contener antifingicos (5-fluorocitosina) y
antibiéticos (gentamicina y estreptomicina) a 4°C durante 24 horas. Esto se
realiza previo a la inoculacién de los tubos de cultivo. Sin embargo, la eficacia es
poco significativa. El mejor hallazgo lo reporta Cuba en Brasil con 30%, mientras
que Dimier-David, en Bolivia, consiguié 23% de positividad en medio NNN
complementado con Schneider y antibiéticos. (Flisser A., 2006).

En la leishmaniasis, tanto cutanea como mucosa, el éxito en el aislamiento es
inversamente proporcional al tiempo de duracion de la enfermedad. Como
ejemplo Perez afirma que el diagndstico de Leishmania visceral se consigue
asociando tres métodos como ser: prueba de Montenegro, serologia por ELISA
y cultivo. De esta manera la sensibilidad del diagnostico laboratorial de LV puede
llegar al 90,0%. (Pérez R., 2006).
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FIGURA N° 11 Observacion microscopica de los promastigotes de

Leishmania braziliensis en medio de cultivo Schneider (aumento 40x)
Fuente propia

C. Reaccién en Cadena de la Polimerasa.-

La reaccion en cadena de la polimerasa es una técnica cuyo objetivo es
obtener un gran niumero de copias de un fragmento de ADN particular, partiendo
de una Unica copia de ese fragmento original, o molde.

Esta técnica sirve para amplificar un fragmento de ADN; su utilidad es que tras la
amplificacion resulta mucho mas facil identificar con una muy alta probabilidad,
virus o bacterias causantes de una enfermedad, identificar personas (cadaveres)
o hacer investigacion cientifica sobre el ADN amplificado. (Wortmann T., Hochberg
L., 2011).

La Leishmaniasis puede ser identificada por la especie, la patogenicidad y los
posibles métodos de control, por lo que evaluaron: Bonifas D., Sosa LF., en el
2011 tres procedimientos de extraccion de ADN de Leishmania basandose en
métodos de PCR.
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A partir de frotis de lesion tefiidos con Giemsa, a partir de frotis que contenian
suspensiones con concentracidbn conocida de promastigotes de Leishmania
braziliensis tefiidos con Giemsa y frotis de lesion de pacientes con leishmaniasis

cutanea.

Los datos obtenidos de la PCR fueron comparados frente a los resultados de una
PCR convencional y examen parasitolégico directo. Los resultados muestran que
obtener ADN a partir de frotis tefiidos con Giemsa por el método SLPK es una
buena alternativa al diagnostico molecular de leishmaniasis y que ademas seria
una herramienta Util para determinar polimorfismos genéticos del parasito.
(Bonifaz D., Sosa LF., 2011).

d. RealTime PCR.-

Esta técnica permite cuantificar la cantidad de ADN o ARN presente en la muestra
original, o para identificar con una muy alta probabilidad, muestras de ADN
especificas a partir de su temperatura de fusion (también denominado valor Tnm).
(Bieche I., Parfait B., 2001).

Se puede dividir en las técnicas basadas en fluorocromos no especificos y en las

técnicas basadas en sondas especificas.

En las técnicas basadas en fluorocromos el ADN, que ve multiplicada su cantidad
con cada ciclo, se une al fluorocromo (generalmente SYBR Green) produciendo
fluorescencia que es medida por el termociclador apto para PCR en tiempo real.
Permite cuantificar sélo una secuencia por reaccion pero tiene la ventaja de
utilizar cebadores normales para su realizacion. Es mucho mas econémica que

la que usa sondas especificas.
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Las técnicas basadas en sondas especificas utilizan una sonda unida a dos
fluorocromos que hibrida en la zona intermedia entre el cebador directo y el
inverso, cuando la sonda esta intacta, presenta una transferencia energética de
fluorescencia por resonancia (FRET). Dicha FRET no se produce cuando la
sonda estid dafiada y los dos fluorocromos estan distantes, producto de la
actividad 5-3' exonucleasa de la ADN polimerasa. Esto permite monitorizar el

cambio del patron de fluorescencia y deducir el nivel de amplificacion del gen.

El PCR en tiempo real monitoriza la progresion de la amplificacion en el momento
en que ocurre, esto se hace durante el proceso de amplificacion usando
fluorescencia, de forma que su aumento es proporcional a la cantidad de ADN
formada. El proceso se puede automatizar facilmente usando un sistema que
realice la amplificacién (termociclador) y que a su vez sea capaz de leer
fluorescencia. (Buffet P., Sulahian A., 2005).

Se utiliza el ensayo de PCR en tiempo real para la deteccion de complejos de
Leishmania (L. Viannia, L. mexicana, L. donovani, L. infantum y L. major) el cual
fue desarrollado para detectar el gen glucosafosfato isomerasa y sacar provecho
de variabilidad de la secuencia de ADN dentro de ese gen para Leishmania. Se
utilizd un conjunto de cebador / sonda, y se probaron frente a un panel de 21
controles negativos conocidos y en ADN extraido a partir de promastigotes de
cultivo o a partir de biopsias de tejido de pacientes con leishmaniasis cutanea. El
ensayo fue altamente especifico, como no se detectaron productos de
amplificacion en las muestras de control negativo, manteniendo al mismo tiempo
un alto grado de precision diagnoéstica compleja-especifica para organismos
cultivados y muestras clinicas de pacientes. PCR en tiempo real ofrece la
identificacion rapida (en cuestion de horas) de Leishmania al nivel de complejo y
proporciona una herramienta molecular Util para ayudar a las dos epidemiélogos
y los clinicos. (Buffet P., Sulahian A., 2005).



e. Citometria de flujo.-

Es una tecnologia biofisica basada en la utilizacion de luz laser, empleada en el
recuento y clasificacion de células segun sus caracteristicas morfoldgicas,
presencia de biomarcadores, y en la ingenieria de proteinas. En los citdbmetros
de flujo, las células suspendidas en un fluido atraviesan un finisimo tubo
transparente sobre el que incide un delgado rayo de luz laser, la luz transmitida
y dispersada por el pasaje de las células a través del tubo se recoge por medio
de unos dispositivos de deteccion, permitiendo hacer inferencias en cuanto a
tamafio y complejidad de las células. También permite el analisis
multiparamétrico simultaneo de otras caracteristicas fisicas y quimicas,
evaluando en promedio mas de dos mil particulas por segundo. (Michael W.,
2005).

En ingenieria de proteinas, se utiliza la citometria de flujo en conjuncion con
técnicas de expresion en levaduras y expresion en bacterias, para identificar
aguellas proteinas expresadas en la superficie celular que posean las

caracteristicas deseadas. (Pfaff A., 2005).

Goncalves R., en el 2005, propone un método de citometria de flujo para estudiar
los macrofagos peritoneales canina-Leishmania chagasi interaccion vinculante
por un ensayo utilizando la estable intra-citoplasmatica fluorocrome, 5,6-
carboxyfluorescein diacetato succinimidyl ester (CFSE). Esta metodologia es
necesaria para calcular las tasas de parasitismo. Por otra parte esta técnica
también permite la caracterizacion fenotipica de las células infectadas y la
identificacion de las moléculas de la superficie de la célula que participan en la

captacion de parasitos. Por ultimo, este método permite el analisis de grandes
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poblaciones de células mas que el escaso numero que se deben analizar usando

microscopia. (Goncalves R., Vieira E., 2005).

2. Meétodos inmunoldégicos.-

Se basan en la deteccion de la enfermedad a través de la respuesta inmune
celular (intradermorreaccion de Montenegro o leishmanina) y/o respuesta inmune
humoral a través de anticuerpos especificos desarrollados como consecuencia
de la enfermedad (ELISA, Inmunofluorescencia indirecta (IFl). (Alvar J., Molina R.,
2004).
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FIGURA N° 12 Macroéfago lleno de parasitos de Leishmania
Disponible en htt://grupo.leishmania.org/es.

a. Intradermorreaccion de Monteneqro.-

Es una prueba complementaria pero no es prueba diagnéstica ya que en
pacientes provenientes de zona con alta transmision de leishmaniasis se
presenta respuesta positiva, sin que necesariamente esto implique que padezca
la enfermedad. En caso de observar la lesion de la mucosa una reaccion de
Montenegro positivo orienta para la realizacion de la biopsia y la remision del

paciente a nivel especializado. (San Andrés M., Tesouro M., 2004).

Es una reaccion de hipersensibilidad retardada que evalla la inmunidad mediada

por células T. Consiste en la aplicacion de un antigeno extracto soluble preparado
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a partir de promastigotes procedentes de cultivo. Se aplica intradérmicamente
0,1 ml de antigeno de leishmania en la cara anterior del antebrazo izquierdo del
paciente y se hace la lectura del diametro de induracion a las 48 a 72 horas. Se
considera positiva si el diametro es mayor de 10 mm. La prueba aparece positiva
1 a 3 meses después de haber adquirido la infeccion y permanece positiva de por
vida en pacientes con LCL y LCM, y es negativa en los pacientes con LCD, forma
visceral y en inmunosuprimidos. Tiene un 96% de positividad en los tres primeros

afios de iniciada la enfermedad. (Mollinedo S., Torrez M., 2000).

b. Ensayo Inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA).-

La prueba ELISA es una técnica inmunoenzimatica que permite detectar y

cuantificar anticuerpos especificos contra Leishmania.

Las ventajas que posee el ELISA

- La lectura es objetiva porque se hace mediante un lector espectro-

fotométrico.

- Elrango de sensibilidad del ELISA es amplio y permite discriminar también

leves aumentos o diminuciones del nivel de anticuerpos.

- Utiliza antigenos purificados o recombinantes. (Nieto J., Vitutia M., 2004).

Los antigenos recombinantes, son antigenos utilizados para el diagndstico de la
enfermedad de Leishmania, los cuales son elaborados a partir de extracto de
promastigote del parasito de Leishmania (enteros), que se caracterizan porque
no dan reacciones cruzadas con otro tipo de enfermedades parasitarias porque

se trata de fracciones semipurificadas. Estos antigenos recombinantes son
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considerados como antigeno ideal, puesto que presenta una alta sensibilidad y
especificidad. (Montoya Y., Padilla C. 1997).

C. Inmunofluorescencia Indirecta (IFl).-

Esta prueba detecta anticuerpos anti-Leishmania circulantes en el suero del
paciente a titulos bajos. En: las lesiones ulceradas por L. brasiliensis la
sensibilidad a la IFl-esta en torno del 70% dentro del primer afio de iniciada la

enfermedad.

Las lesiones multiples, tanto cutaneas como mucosas, estan asociadas a titulos
mas altos. De otro lado, las lesiones mucosas presentan titulos mas altos que las
lesiones cutaneas y muestran titulos elevados persistentemente. (Sosa L.F.,
2010).

Después del tratamiento y la cura clinica en ambas formas de la enfermedad, los
titulos caen o desaparecen completamente. Un tercio de los pacientes
permanecen seropositivos después de los 30 afios de enfermedad. (Fisa R, Riera
C, 2001).

TRATAMIENTO.-

Los medicamentos de primera linea para el tratamiento de las leishmaniasis
segun recomendados de la OPS/OMS corresponden a los antimoniales

pentavalentes (Stibogluconato de sodio y Antimoniato de N. Metil-Glucamina).

La dosis debe ser calculada de acuerdo al peso del paciente y por un tiempo

conforme a la forma clinica.
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Los antimoniales pentavalentes se los debe utilizar Gnicamente en leishmaniasis
cutanea, mucosa y visceral sensibles al tratamiento, vale decir pacientes que no
hayan recibido con anterioridad y tengan antecedentes de resistencia. (Ministerio
de Salud y Deportes. 2007).

Dado que en casos de leishmaniasis cutdnea y mucosa el tratamiento debe
hacerse en forma ambulatoria, sistémica y prolongada, esté debera efectuarse
bajo supervision del personal de los servicios de salud para garantizar la

adherencia al tratamiento.

Es necesario valorar al paciente, tratando de detectar temprano una eventual
hepatotoxicidad, nefrotoxicidad o cardiotoxicidad. Se aconseja la realizacion de
un perfil hepatico y renal en laboratorio y un electrocardiograma antes del
tratamiento y cada 10 dias durante el mismo, de esta manera se evitaran posibles
accidentes mortales rara vez citados.

El personal de salud debe hacer comprender al paciente que el tratamiento debe
realizarse imperiosamente para curarse de la enfermedad, asi esté sea largo y
doloroso por lo que es necesario motivar al mismo previendo y explicando los

efectos secundarios y las posibles complicaciones.

Boelaert M., el 2001 recomendd que se debe realizar el seguimiento (post-

tratamiento) 1, 2, 3, 6 meses y al afio de concluido el tratamiento.

En la evaluacion pre-tratamiento se debe medir el didmetro de cada ulcera, para
lo cual es mas practico medir la longitud en milimetros de borde a borde (visible
o palpable) en dos diametros perpendiculares. El area en milimetros cuadrados
(mm?) se obtiene multiplicando estos dos diametros. Si al final del tratamiento el

area de la lesion es la mitad o menos del area inicial NO ES NECESARIO dar

mas tratamiento, asi no haya cicatrizado la ulcera totalmente. Sien el control de
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1 mes post-tratamiento el area de la lesion es la mitad o menos del area del
control anterior NO ES NECESARIO dar mas tratamiento, asi no haya cerrado
totalmente la lesion. Si en el control de 3 meses post-tratamiento la lesion
continua activa (Ulcera abierta, placa infiltrada) deben hacerse nuevos examenes.
(Boelaert M., 2001).

1. Atencidn curativa delaleishmaniasis.-

Comprende la administraciéon oportuna y completa del tratamiento para la forma

cutanea, mucocutanea y visceral.
El tratamiento tiene por objeto eliminar el parasito, evitar las complicaciones y
mortalidad, logrando una recuperacién precoz para reinsercion del paciente a sus
actividades cotidianas y coadyuvar al control de la transmision de la enfermedad.
Los objetivos del tratamiento son el control y eliminacion del parasitismo, mejorar
el cuadro clinico y evitar las complicaciones. (Fagundes A., 2001).

a. ~ Administracion del tratamiento.-
El tratamiento sera administrado en los servicios de salud y esta bajo la
responsabilidad de personal médico, enfermera o el personal de salud que
cumpla estas funciones en los diferentes niveles de atencién.
Tratamiento supervisado ambulatorio, consiste en:

1) Informacién sobre los efectos y riesgos de abandono del tratamiento.

2) Aplicacién parenteral de la droga antileishmaniasica en forma diaria y en
condiciones de bioseguridad adecuados.
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3) Evaluacion clinica una vez por semana, a fin de verificar el cumplimiento del
tratamiento a la dosis indicada, respuesta al tratamiento y proporcionar

orientaciones complementarias sobre prevenciéon de la enfermedad.

4)  Visita domiciliaria dentro de la primera semana de iniciado el tratamiento.
(Aliaga L., 2001).

b. Medidas generales

Dependiendo de la magnitud y severidad de la lesion se aplicaran medidas

generales que permitan coadyuvar en la mejoria y eviten complicaciones.

- En lesiones de piel realizar limpieza con abundante agua y antisépticos
yodéforos o clorhexidina mientras exista secrecion serosa o purulenta.

Drenajes si hubiera lesiones con abscesos. (Boelaert M., 2001).

Es importante recordar que iniciado el tratamiento de no mediar una
contraindicacion especifica, debe completarse la dosis por el tiempo indicado
segun cada caso, para lo cual debera garantizarse la disponibilidad de

medicamentos.

Cada nuevo caso confirmado de leishmaniasis debe ser informado y reportado al

Sistema de Vigilancia Epidemiolégica. (Boelaert M., 2001).

c. Procedimientos previos al tratamiento

- Hemograma
- Pruebas de funcién hepatica

- Prueba de funcién renal
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- Electrocardiograma
- Coproparasitoldgico seriado
- Examen general de orina

- Prueba de embarazo

En el hemograma en caso de baja de glébulos rojos y alteraciones de la serie
blanca se procedera previamente a estabilizar y/o corregir esta situaciéon debido
a la incompatibilidad con el tratamiento.

En el coproparasitoldgico seriado habiéndose establecido que algunos parasitos
(Giardia lambria, amebas) pueden producir inmunosupresién, estableciéndose
como prioridad realizar tratamiento antiparasitario previo al inicio del tratamiento

con el Glucantime.

El examen general de orina es para descartar infecciones urinarias bajas y/o altas

y otras alteraciones. (Gallego M., 2008).

No se realizara tratamiento antileishmania por ningdn motivo en pacientes
gestantes, en cualquier periodo del embarazo, ni a madres que estén dando de
lactar. El Glucantime puede ocasionar interrupcion del embarazo en el primer
trimestre y amenaza de parto prematuro en el resto del embarazo, ademas del

riesgo teratogénico.

No se utilizard estos medicamentos antileishmanidsicos durante la lactancia
porque el medicamento estaria presente en la leche materna, existiendo el riesgo
de efectos colaterales y adversos en el nifio. Es por esta razén que se debe

realizar una planificacién familiar mientras dure el tratamiento.
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En caso de presentarse lesiones en mujeres embarazadas se debe usar calor
local (compresas calientes sin sensacion de quemadura durante 5 minutos tres

veces al dia) y esperar hasta después del parto para iniciar el tratamiento. (Riera
C., 2008).

i. Efectos secundarios al tratamiento leishmanicida

Los mas frecuentes con nauseas, vomitos, diarrea severa, anorexia, letargo,

cefalea, malestar general, mialgias, artralgias, erupciones cutaneas, prurito.

ii. En caso de sobredosis

Se recomienda agentes quelantes DIMERCAPROL 200 mg IM cada 6 horas o
DMSA (Acido 2,3 dimercaptosuccinico). (Gallego M., Riera C., 2008).

Las acciones farmacologicas del dimercaprol son el resultado de la formacion
de complejos de quelacién entre sus grupos sulfhidrilo y los metales. Con metales
como el mercurio, el oro y el arsénico la combinacion debe poseer una elevada
estabilidad para que puedan ser excretados facilmente. De manera adicional, los
enlaces sulfuro-metal de los compuestos deben ser labiles en la orina tubular

acida para evitar la toxicidad al rifidn.

El dimercaprol puede llegar a causar anemia hemolitica en pacientes que son
deficientes de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6FD). El farmaco
debera evitarse en personas con insuficiencia hepatica a menos que ésta sea
resultado de un envenenamiento por la presencia de plomo. (Peters R., Stocken
L., 2007).
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Los grupos sulfhidrilos del DMSA forman complejos de anillos heterociclicos con
los metales pesados evitando de este modo su union a los ligandos endégenos

del cuerpo.

Este medicamento se excreta por via urinaria y heces fecales, se contraindica
en el envenenamiento por cadmio porque puede precipitar nefrotoxicidad. No
puede usarse tampoco en envenenamiento por-arsina (hidruro de arsénico, AsHz)
ya que no posee efectos sobre la hemdlisis ni sobre la funcién renal malograda.
En la intoxicacién por uranio, selenio e hierro debera evitarse el uso del acido
dimercaptosuccinico ya que forma complejos con mayor toxicidad que los
metales mismos. Las personas que toman hierro como complemento deben dejar
de tomarlo, y tras la terapéutica, retrasar la ingesta hasta por 24 horas. Sl la
concentracion de plomo en sangre es mayor a 70 mg/dL, debe tratarse con
CaNa2EDTA.

A las personas que puedan presentar hipersensibilidad al farmaco se debera

retirar el medicamento. (Fernandez J., Matesanz J., 2007).

2. Antimoniales pentavalentes.-

. Para las Leishmaniosis cutaneas el tratamiento de elecciéon son los
antimoniales pentavalentes. Se utiliza el antimoniato de meglumina a dosis
de 10-20 mg/kg. por via intramuscular durante 20 dias.

. Si hay pocas ulceras pueden ser Utiles las aplicaciones intralesionales

. Las recidivas no son infrecuentes siendo necesario volver a repetir el

tratamiento en intervalos de 15 dias.
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. Si la respuesta no es buena es necesario derivar el caso a un Centro de
referencia donde se utilizara la Pentamidina o la Anfotericina B. (Riera C.,
Valladares J., 1999).

En Bolivia se inicia la terapia los tres primeros dias con una dosis de 25%, 50%
y 75% respectivamente hasta el dia 4 en el que se suministra la dosis total diaria
recomendada continuandola hasta concluir el tratamiento (20 dias cutanea y 30

dias mucosa).

a. Mecanismo de accion

El Glucantime inhibe la glucdlisis y la oxidacién de los acidos grasos, reduciendo

de esta manera la formacién de ATP. (Gallego M., Aisa M., 1999).

b. Farmacocinética

El Glucantime mantiene una concentracion elevada a las 2 horas de la
administracion y mas del 80% de lo administrado por via muscular y el 95% por
via endovenosa se excreta por via renal hasta las 6 horas. Su utilizacion
exclusivamente parenteral y su toxicidad condicionan una delicada utilizacion del
producto en zonas geograficas donde la cobertura médica es insuficiente.

Se puede realizar tratamientos locales o intralesionales conjuntamente el
tratamiento sistémico pero de eleccion se debe optar siempre el tratamiento

sistémico como primera opcion. (Fisa R., Ribas N., 1999).
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FIGURA N° 13 Administracion de Antimoniales pentavalentes
Gentileza Dr. Rolando-Parra (Palos Blancos — La Paz — Bolivia) Proyecto O.S.C.A.R.

c.  Anfotericina B.-

Es un antibiético poliénico altamente lipofilico que actla sobre los esteroles y
fosfolipidos 'de las membranas celulares de las células; se emplea como droga
de segunda linea en el tratamiento de leishmaniasis resistente a los antimoniales,
especialmente en las formas mucocutanea y diseminada difusa. (Carrio J., Alberola
J., 1999).

La Anfotericina B se presenta en frascos de 50 mg. Se comienza con 0,5
mg/kg/dia y se aumenta gradualmente hasta 1 mg/kg/dia en dias alternos, sin
sobrepasar la dosis de 50 mg por dia. Se debe administrar hasta la cura clinica,
lo que debe ocurrir cuando se llega a la dosis de 1 a 1,5 g en la forma cutanea y

de 2,5 a 3 g en las formas mucosas y mucocutaneas.

La Anfotericina B se administra por via IV diluida en 500 mL de dextrosa al 5%.
El paciente debe estar en monitoreo clinico estricto, acompafnado de pruebas de
laboratorio que permitan evaluar la funcion renal, hepética, hematoldgica y

cardiaca. Se excreta por via renal. (Riera C., Valladares J., 1999).
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Los efectos secundarios son variados, principalmente a nivel renal, anemia y
convulsiones. Se presentan frecuentemente fiebre, anorexia, nauseas, vomitos y
flebitis. La Anfotericina B produce una hipopotasemia importante que puede

agravar y contribuir al desarrollo de insuficiencia cardiaca.

La Anfotericina liposomal es menos toxica que la Anfotericina B. Los
transportadores liposomales de drogas son ideales para el tratamiento de la

leishmaniasis, porque las Leishmanias viven dentro de los macréfagos.

La Anfotericina esta contraindicada en gestantes, cardiopatias, neuropatias y

hepatopatias. (Ministerio de Salud y Deportes. 2007).

FIGURA N° 14 Administracion de Anfotericina “B”

Gentileza Dr. Rolando Parra (Palos Blancos — La Paz — Bolivia) Proyecto O.S.C.A.R.

3. Evanta

La especie Galipea longiflora (Evanta) es una planta medicinal de uso tradicional
gue se emplea para el tratamiento de Leishmaniasis.

En el caso de lesiones cutaneas causadas por Leishmania, primero se pulveriza
la corteza del tronco, la raiz y las hojas de la Evanta; luego este polvo se aplica
como cataplasma en las ulceras, repitiendo dos veces al dia. También, se
recomienda tomar una infusion de la corteza en agua caliente dos veces al dia

por el periodo de tres dias seguidos. (Fournet A., Bourdy G. 2000)
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En la Facultad de Ciencias Farmaceéuticas y Bioquimicas de la UMSA, existe el
Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas (IIFB), el cual ha desarrollado
estudios quimicos y biolégicos del género Galipea longiflora, estas
investigaciones muestran un alto contenido de alcaloides quinolinicos como el 2-
aril, 2-alquil quinolinicos (obteniendo aproximadamente 13 componentes). De
estos componentes los mas importantes son los alcaloides: chimanina A, B, Cy
D, los cuales fueron- aislados de las hojas y mostraron actividad leishmanicida in
vitro contra cepas de L. braziliensis, L. amazonensis y L. donovani en sus formas
promastigotes.. También, en ratones con lesiones cutaneas causadas por L.
amazonensis y L. venezuelensis, tratados con chimanina A'y C por via oral
durante dos semanas a una dosis de 100 mg/kg/dia mostraron la misma eficacia
que Glucantime, observandose una reduccion en el tamafio de la lesiéon y en el

numero de parasitos” (Giménez A., Quenevo C. 2000).

“La actividad leishmanicida de los alcaloides quinolinicos aislados de la hojas de
Galipea longiflora fueron evaluados a través de la enzima APRT (adenina
fosforribosil trasferasa) de Leishmania, los cuales mostraron una inhibicién
enzimatica entre 5,6 y 41,9% a concentraciones de 50 y 25 ug/mL”. (Andrade M.
2003).

[ll.  ANTECEDENTES

En nuestro medio de manera rutinaria para el diagnéstico por laboratorio de
leishmaniasis se utiliza la observacion parasitoldgica directa mediante frotis de
lesion tefiidos con Giemsa, algunos especialistas para aumentar la sensibilidad y
especificidad del método de diagndstico también se suele requerir determinar los
niveles de anticuerpos anti Leishmania por los métodos de ELISA y/o IFI. Son

muchos los investigados que han sugerido que el seguimiento de los niveles de

78



anticuerpos IgG e IgE son importantes para predecir el éxito del tratamiento y la

cura de la enfermedad. (Sosa L., 2010)

Entre otros estudios se destaca a Khairul A., et al 1999 quienes en un estudio
realizado en humanos analizaron las clases especificas de inmunoglobulinas
que se produce frente a antigenos de Leishmania en pacientes con
Leishmaniasis Visceral, en ese estudio revelaron la elevacion de las clases de
anticuerpos IgG, IgM, e IgE, de las cuales las subclases 1gG3 fueron asociadas
especificamente a esta enfermedad. En este estudio, divulgaron los isotipos
especificos de inmunoglobulinas y subclases de IgG en los sueros de pacientes
con leishmaniasis visceral durante la enfermedad activa, resistencia al
tratamiento y curaciéon de la enfermedad, por lo que se estableceran una
correlacion de estos isotipos, sus niveles en la sangre con la progresion y

resolucion de la infeccion. (Abbas A., 1996).

Por otra parte, observaron disminuciones significativas de todas las subclases de
IgG en pacientes después del tratamiento con Anfotericina. Debido a que la IgG1
e 1gG3 tienen la mayor capacidad de fijar complemento en seres humanos y
mediar reacciones inflamatorias, mediadas por respuesta inmune Thl.
Observaron ademas que, un nivel constante de IgM, IgE, e IgG4 después del
fracaso terapéutico puede ser correlacionado con la persistencia de la
enfermedad durante recaida clinica y la resolucion de la infeccion corresponde a
una declinacion de IgE y de IgG4, los cuales ayudan en la patogenesia de
Leishmaniasis Visceral y su regulacion en el control de la enfermedad. (Abbas A.,
1996 - Afrin F., 1997).

La determinacién de la Inmunoglobulina IgG es de suma importancia en

pacientes con Leishmania, puesto que es la que participan como efectores de la
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Respuesta Inmune, junto con los eosindfilos. (Galaktionov VG., Chmielewski M.,
2004).

LA PAZ - BOLIVIA
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IV. JUSTIFICACION

La alta incidencia de leishmaniasis en areas tropicales y sub-tropicales del pais
se debe fundamentalmente al crecimiento de las comunidades rurales y la
necesidad de colonizar nuevos territorios selvaticos para diversos fines. Esto a
su vez repercute a que el area endémica de la leishmaniasis en Bolivia se
extienda cada vez mas, haciendo complicada la cobertura y control por parte de

los centros de salud o postas sanitarias de estos centros urbanos.

Otra causa importante que influye el aumento de la incidencia de leishmaniasis
en nuestra poblacion es la falta de acceso a la medicacion para el tratamiento,
ya sea por el alto costo o por la falta de disponibilidad de los mismos en los
centros de salud de las comunidades en las que la enfermedad es endémica. Por
otra parte, la elevada toxicidad de los medicamentos de uso convencional ha
motivado la busqueda y desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas que
tengan mayor eficacia y menor toxicidad en el tratamiento de esta enfermedad.

Debido a que en pacientes tratados contra la leishmaniasis por cualquier tipo de
tratamiento utilizado se consigue la cicatrizacion de la lesion pudiendo inferir de
esta manera una cura clinica pero no asi una cura parasitolégica, se hace
necesario buscar e identificar nuevas herramientas de diagndstico y seguimiento
que nos permitan determinar si un paciente efectivamente resolvid la
enfermedad. Es asi que en base a los antecedentes planteados por otros
investigadores en los que se propone la determinacion de los niveles de
anticuerpos de tipo IgG e IgE como una alternativa para demostrar que el
paciente hizo cura clinica y parasitologica de la enfermedad, en el presente
trabajo se pretende confirmar si los niveles de anticuerpos IgG e IgE tienen un
valor diagnostico en la determinacion de la resolucion clinica y laboratorial de la
enfermedad.
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La determinacion de los niveles de anticuerpos por IFl y ELISA se ha constituido
en una herramienta laboratorial de apoyo, para determinar de manera indirecta
la resolucion de cura de una determinada patologia. Es asi que en la actualidad
se puede encontrar kits comerciales que determinan los niveles de anticuerpos
IgG especificos contra Leishmania, los cuales permiten monitorear la
administracion de una terapia especifica, corroborar una posible resistencia al

tratamiento o falla terapéutica.

Se ha demostrado también, que ademas de los anticuerpos 1gG, los anticuerpos
de tipo IgE especificos para Leishmania son un aporte valioso para el
seguimiento de la enfermedad. Bajo esta premisa en el Instituto de Servicios de
Laboratorios de Diagndstico e Investigacion en Salud (SELADIS), se optimiz6 y
valido dos test de ELISA que determinan respectivamente los niveles de
anticuerpos 1gG e IgE anti-Leishmania. Por lo antes expuesto en el presente

trabajo nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion:

¢En los casos en que los pacientes que reciben tratamiento leishmanicida y
hacen una cura clinica (resolucion de la lesion), los niveles de anticuerpos IgG e
IgE en sangre periférica estaran directamente relacionados con la cura clinica de

la enfermedad?
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VI. OBJETIVOS
A. OBJETIVO GENERAL

Determinar el valor pronostico de la medicion de los niveles de anticuerpos IgG

e IgE anti-Leishmania antes y después del tratamiento leishmanicida.
B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' ldentificar el grado de correlacién de los niveles de anticuerpos de tipo 1gG

e IgE con el éxito o fracaso de tres tipos de tratamiento leishmanicida.

v' Determinar cual es el tipo de anticuerpo que tiende a presentar una mayor

disminucién en casos de cura clinica de la leishmaniasis.

v' Correlacionar los resultados de la prueba de Inmunofluorescencia Indirecta
con los resultados de las pruebas de ELISA que determinan anticuerpos
IgG e IgE contra Leishmania.
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VIl. DISENO METODOLOGICO

A. Tipo de estudio.-

El presente trabajo de investigacion corresponde a un estudio transversal

descriptivo.

B. Poblacion en estudio.-

La poblacion en estudio estaba conformada por 80 muestras de suero de
pacientes -de los cuales 60 correspondian a pacientes con leishmaniasis
confirmada por clinica y frotis positivo y 20 correspondian pacientes negativos

para leishmaniasis, los cuales se utilizaron como controles sin la enfermedad.

C. Descripcion de la muestra .-

1. = Tamano de la muestra.-

El tamafio de la muestra fue definido por conveniencia y estaba formado por 80

muestras de sangre periférica dividas en dos grupos (grupos 1y 2).

a. GrupoN°1

Estaba conformado por muestras de sangre periférica de 60 pacientes que
estaban cursando leishmaniasis y que no habian recibido tratamiento
leishmanicida previo, que asistieron entre los meses de mayo del 2011 a
diciembre de 2012 al laboratorio de Parasitologia del INLASA o por pacientes que

asistieron al laboratorio de Parasitologia del Instituto SELADIS o finalmente



pacientes que asistieron al laboratorio del Hospital General de la localidad de Alto

Beni Palos Blancos.

b. GrupoN°2
La poblacion control del estudio estaba conformada por muestras de sangre
periférica de 20 individuos que no tenian antecedentes de haber estado en zona
endémica de la enfermedad y que habian dado resultado negativo para
leishmaniasis por Inmunofluorescencia Indirecta (IFI).

c. Criterios de inclusion para el grupo N° 1
Se incluyeron las muestras de los pacientes comprendidos entre los 18 y 55 afios
gue estaban cursando leishmaniasis, que no han recibido tratamiento previo
leishmanicida.

d. Criterios de inclusion para el grupo N° 2
Se incluyeron las muestras de los pacientes comprendidos entre los 18 y 55 afios
gue no estaban cursando por ningun tipo de leishmaniasis y que no presentaron
antecedentes de haber estado en zona endémica para la enfermedad en el Gltimo
afo.

e. Criterios de exclusion para los grupos 1y 2

Se excluyeron las muestras de los pacientes que presentaron las siguientes

caracteristicas:
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e Personas que estaban cursando una infeccidén parasitaria concomitante.
e Pacientes menores a 18 y mayores a 55 afos.

e Mujeres embarazadas

e Personas con antecedentes de Chagas, Sifilis y reacciones de

hipersensibilidad.

2. Sueros Control Positivo

Se incluyeron las muestras de pacientes comprendidos entre los 18 a 55 afios de
edad que cursaron Leishmaniasis, que habian sido confirmados por clinica y
laboratorio y que no recibieron tratamiento previo leishmanicida. Las muestras
fueron donadas bajo codificacién por el laboratorio de Parasitologia de INLASA,
sueros que ademés habian sido confirmados como positivos por frotis, IFI y
ELISA.

3. Sueros Control Negativo
Se incluyeron muestras de pacientes comprendidos entre los 18 a 55 afios de
edad que no cursaron por ningun tipo de Leishmaniasis, serologia negativa por
IFI, sin evidencia de cicatriz o lesion (dafio o alteracion, organica o funcional de
los tejidos) y que no habian estado en zonas endémicas.

D. Analisis de las muestras

Los pacientes recibieron diferentes esquemas de tratamiento los cuales se

detallan a continuacion:
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1. Pacientes tratados con Evanta

El tratamiento con Evanta fue realizado durante 60 dias, consistia en la aplicacion
topica de cremas al 5% en el lugar de la lesion cutanea y la administracion por

via oral del jarabe (5%), 10 mL una vez al dia.

Los pacientes que recibieron tratamiento con Evanta fueron 23 (38%). De cada
paciente se obtuvieron 4 muestras de sangre periférica tomadas bajo las

siguientes condiciones:

- (TO) Primera muestra antes del tratamiento

- (T1) Segunda muestra a los 30 dias de iniciado el tratamiento

- (T2) Tercera muestra a los 60 dias de iniciado el tratamiento (representa
el final del tratamiento)

- (T3) Ultima muestra a los 90 dias, es decir 30 dias después de haber

concluido con el tratamiento.

2. Pacientes tratados con Glucantime

El tratamiento con Glucantime se realiz6 durante 20 dias, consistia en una
aplicacion diaria del inyectable (IM) a una concentracion de 20 mg/Kg/dia. Es
importante mencionar que este tratamiento fue supervisado y bajo la

responsabilidad del personal en salud.
Los pacientes que recibieron tratamiento con Glucantime fueron 34 (57%) de los

cuales se obtuvo 3 muestras de sangre periférica tomadas bajo las siguientes

condiciones:
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- (TO) Primera muestra como diagnéstico (antes del tratamiento)

- (T1) Segunda muestra a los 20 dias de iniciado el tratamiento (representa
el final del tratamiento)

- (T2) Ultima muestra a los 40 dias, es decir 20 dias después de haber

concluido con el tratamiento.

3. Pacientes tratados con Anfotericina B

El tratamiento con Anfotericina “B” se realizé durante 4 meses (120 dias),
consistia en la aplicacion de 0,5 mg/kg/dia y se aumentaba gradualmente hasta
1 mg/kg/dia en dias alternos, sin sobrepasar la dosis de 50 mg por dia. La
Anfotericina B se administra por via IV diluida en 500 mL de dextrosa al 5%.
También, este tratamiento fue supervisado y bajo la responsabilidad del personal

en salud.

Los pacientes que recibieron tratamiento con Anfotericina B durante 1 periodo del

estudio fueron 3 (5%) de los cuales se obtuvo 4 muestras de sangre periférica.

- (TO) Primera muestra como diagndstico (antes del tratamiento)

- (T1) Segunda muestra a los 2 meses (60 dias) de iniciado el tratamiento

- (T2) Tercera muestra a los 4 meses (120 dias) de iniciado el tratamiento
(representa el final del tratamiento)

- (T3) Ultima muestra a los 150 dias, es decir 30 dias después de haber

concluido con el tratamiento.
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E. Aspectos Eticos

Todos los individuos que formaron parte del presente estudio fueron informados
acerca de los objetivos, el alcance, asi como también de las posibles
complicaciones que puedan resultar de la toma de muestra, para lo cual se

obtuvo su consentimiento informado.

Para proteger la identidad de los pacientes; el INLASA entreg0 las muestras bajo
codificacion, por lo cual no se conoce el nombre ni la edad exacta del paciente,
tampoco la procedencia. El resto de los pacientes atendidos en el Hospital
General Alto Beni Palos Blancos y del Instituto SELADIS, dieron su
consentimiento informado (que se detalla a continuacion) para participar en el
estudio y fueron beneficiados de manera gratuita con los resultados de los

andlisis de IFl y ELISA que detectan anticuerpos anti-Leishmania.
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VIIl. CONTEXTO Y LUGAR

El presente trabajo fue desarrollado en el Laboratorio de
Histocompatibilidad e Inmunogenética del Instituto SELADIS dependiente de la
Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioguimicas de la Universidad Mayor de

San Andrés.

C. Métodos.-

1. /' Cultivo de Parasitos

Los promastigotes de Leishmania (Viannia) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903)
gue se utilizaron en el presente estudio fueron donados por el Instituto de
Investigaciones Farmaco-Bioquimicas al laboratorio de Histocompatibilidad e
Inmunogenética del Instituto SELADIS. Los cuales fueron cultivados a 26°C en
medio de cultivo Schneider suplementado con antibioticos (ver anexos) en estufa
con 5% CO2y 99% de humedad relativa. Se hicieron “pases” o cambios de medio
cada 72 horas. Para la preparacion de antigenos los promastigotes fueron
cosechados durante la fase estacionaria de crecimiento. ElI manejo de los
promastigotes se realizé siguiendo todas las normas de bioseguridad
recomendadas para el trabajo con patdgenos bajo la proteccion de la campana

de flujo laminar con excepcién de la centrifugacion.
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B. Promastigotes de Leishmania
A. Manipulacién de braziliensis cultivados en C. Observacion al microscopio
estufa a 26°C. invertido de contrastes de fases,
de los Promastigotes de
. ; Leishmania braziliensis con
flujo laminar aumento de 40x

Promastigotes de Leishmania
braziliensis en campana de

FIGURA N° 15 Manipulaciéon y cultivo de promastigotes de Leishmania

braziliensis siguiendo normas de bioseguridad
Fuente propia

2. Preparacion de las placas de microtitulacién de ELISA con ASL.

Para la determinacién de los niveles de anticuerpos anti-Leishmania mediante la
técnica de ELISA indirecto se evaluaron protocolos de tapizado y pos-tapizado,

los cuales se desarrollaron de la siguiente manera:

Las placas de ELISA de 96 pozos de fondo plano Greiner bio-one (CELLSTAR),
fueron tapizadas con 100 uL por pozo de Antigeno Soluble de Leishmania (ASL)
a una concentracion de 10 ug/mL para ELISA IgG y 20 ug/mL para ELISA IgE en
Tampon Carbonatos 0,1 M pH 9,6 (ver anexos).

Luego, se incubo por 30 minutos en agitacion suave a 250 rpm. Posteriormente,
para que los antigenos se fijen adecuadamente a los pocillos, se incub6 a 4°C
durante toda la noche. Luego de incubar a 4°C, se realizaron tres lavados con

PBS-Tween 20 al 0,05% (ver anexos) con el fin de eliminar los antigenos que no
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se fijaron al soporte. Después, se afladid 200 uL de una solucién de bloqueo
(PBS — BSA 0,1 %) y se dejo en incubacion a 37°C por 2 horas lo cual nos
permitia tapizar las zonas del micropozo que no habian sido recubiertas por el
antigeno, evitando de esta manera absorciones inespecificas de las

inmunoglobulinas a evaluar.

Finalmente, para eliminar los excedentes de la solucion blogueante se procedid
a lavar los pozos como ya se menciond y se procedié a guardar las placas con
perlas de silicagel para protegerlos de la humedad y dentro de bolsas de cierre

hermético a - 4°C hasta el momento de su utilizacion.

3. ~ Determinacion de los niveles de anticuerpos IgG e IgE-anti

Leishmania en los pacientes en estudio.

Se utilizo los protocolos de ELISA estandarizados por Choquehuanca et al.,

protocolos que de manera breve se describen a continuacion:

a.  Realizacion de la técnica de ELISA indirecto para medir

niveles de Anticuerpos IgG anti-Leishmania.

Se realizaron diluciones (1/21) de los sueros problema o control en PBS -Tween
20 - BSA 0,1%. De las diluciones se afiadieron 100 uL por pocillo, dejandose en
incubacion a 37°C durante 1 hora y 30 minutos. Para eliminar anticuerpos no
especificos y otros interferentes presentes en el suero, se lavaron las placas 3
veces con 300 uL de PBS-Tween 20 al 0,05% (Buffer de lavado), desechandose
la solucidn por inversién sobre un recipiente con hipoclorito al 0,8% y luego se

seco la placa sobre papel absorbente.
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FIGURA N° 16 Procedimiento de lavado de las placas de ELISA

Fuente propia

Preparacion del conjugado anti IgG humano conjugado con
peroxidasa: se realizaron dos diluciones del conjugado 1/100 y
1/500 del anticuerpo anti-IgG y anticuerpo anti IgE humano
respectivamente, ambos anticuerpos estaban conjugados con
peroxidasa de rabano picante en PBS-Tween 20 — BSA al 0,1%.
Luego, se afadieron 100 uL de estas diluciones por pocillo, se
dejé en incubacién a 37° durante 1 hora. Después se lavaron las
placas 3 veces con PBS-Tween 20 al 0,05% para eliminar el

conjugado que no habia reaccionado.

Preparacion del sustrato: se prepar6 una solucion de orto-fenil-
diamina (OPD) en tampon citrato-fosfato 0,05 M a pH 5 (ver
anexos), de la cual se afiadieron 100 uL por pocillo y se dej6 en
incubacion a 37°C por 30 minutos. Pasado este tiempo se paro
la reaccion mediante la adicion de 50 uL de Acido Sulfarico 3N
por pocillo y se realiz6 la lectura de las densidades 6pticas a 490
— 630 nm de longitud de onda en el lector de ELISA. La lectura

se realizé dentro los primeros 30 minutos de realizada la prueba.
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b. Realizacion de la técnica de ELISA indirecto para medir

niveles de Anticuerpos IgE anti-Leishmania.

Precipitacion de anticuerpos tipo IgG (PRE-TRATAMIENTO): antes del
desarrollo de la técnica de ELISA, se realizé un pre-tratamiento a los sueros en
estudio con el objetivo de eliminar la competencia por el sitio activo del

determinante antigénico por parte de las inmunoglobulinas de tipo IgG.

Se prepar6 una dilucion stock de anticuerpos anti-IgG humano (SIGMA Aldrich)
a una dilucién de 1/500 (indicada por la casa comercial) se us6 como diluyente
solucion salina fisiolégica (SSF). En tubos Eppendorf de 1,5 mL se depositaron
200 uL de los sueros problema a los cuales se afiadieron 25 uL de la solucién de
anticuerpos anti-lgG humano, se mezclé bien en vértex y se dejé en incubacion

por 1 hora a 37°C en agitacion suave a 250 rpm.

Después de este periodo, a los 200 uL de muestra tratada se afladieron 160 uL
de SSFy 60 uL de Polietilenglicol (PEG) al 12,5%, se mezclo bien y se dejé en
incubacion por 30 minutos a 37°C, se centrifugaron los tubos a 3500 rpm por 15
minutos y se traspaso el sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf. El precipitado
obtenido en el paso anterior correspondia a complejos inmunes IgG-anti IgG
precipitados por accion del PEG.

A partir de las muestras tratadas se realizo la técnica de ELISA indirecto para
determinar anticuerpos IgE anti-Leishmania. Tal como se describié en el punto
3.a.

Es importante mencionar que para la determinacién de los dos tipos de

anticuerpos (IgE e 1gG) mediante la técnica de ELISA, la concentracion de los

reactantes y los tiempos de incubacién fueron los mismos. Es decir, 100 uL por
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pocillo de los sueros problema o control diluidos en PBS-Tween 20 BSA 0,1%
dejandose en incubacion a 37°C durante 1 hora y 30 minutos. Luego, 100 uL
del conjugado con peroxidasa de rabano picante dejandose en incubacion a 37°
durante 1 hora y finalmente 100 uL por pocillo de orto-fenil-diamina (OPD) en

tampon citrato-fosfato 0,05 M pH 5y se dejé en incubaciéon a 37°C por 30 minutos.

c. Preparacion de improntas para Inmunofluorescencia Indirecta

(IF1)

Se cosecharon los parasitos en fase estacionaria de crecimiento, para lo cual se
recupero el contenido de una caja de cultivo en un tubo Falcén de 15 ml utilizando
pipetas Pasteur con filtro. Posteriormente, se realiz6é una dilucion 1/10 con formol
al 1%, luego se procedio a realizar 3 lavados enrazando con PBS celular hasta
un volumen de 12 ml, luego se realiz6 un dilucién 1/10 con Solucién Salina

Fisioldgica.

A. Obtencion de promastigotes en fase B. Precipitado en el que se encuentran
estacionaria de crecimiento en la los promastigotes después de los
campana de flujo laminar lavados con PBS, al cual se debe

multiplicar por el factor de 10°

FIGURA N° 17 Pre-tratamiento de promastigotes de Leishmania

braziliensis para la preparacion de improntas para IFl
Fuente propia
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Hecho esto, se realizd6 un ajuste celular a una concentracién de 3,0:10°

parasitos/mL.

Luego, se procedi6 a sembrar 5 uL de los parasitos ajustados en cada pozo (en
la placa de IFl). Finalmente se agité suavemente durante 10 minutos para la
precipitacion, secado de las placas y finalmente el almacenaje a - 20°C (para una

mejor fijacion del antigeno al vidrio) hasta el momento de su utilizacion.

d. Realizacién de IFlI para medir titulos de Anticuerpos anti-

Leishmania.

Una vez realizadas las improntas se procedi6 a realizar la técnica de
Inmunofluorescencia Indirecta, para lo cual se utiliz6 como diluyente la solucién
de PBS 0,01 M, pH 7.2 (PBS-IFI 1X), glicerina tamponada (ver anexos) y el
conjugado anti IgG humana - FITC del kit comercial (Orgentec).

Se sembro 30 uL de las diluciones de los sueros en las improntas para IFI, luego
se dej6 incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente en camara humeda.
Posteriormente, se lavo las placas con Solucion PBS - IFI 1X, teniendo cuidado
de no contaminar o arrastrar muestra de un pozo a otro. Luego, se coloco la
placa de IFI en una caja Coplin con Solucion PBS — IFI 1X, en agitacién suave

durante 10 minutos a temperatura ambiente.
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FIGURA N° 18 Procedimiento de la técnica de IFl; a) Sembrado de 30 uL

en las placas; b) Lavado de las placas; c) Caja Coplin en agitacion Fuente
propia
Posteriormente se secd la placa con papel filtro, se colocé 1 gota del conjugado

y se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente en camara hiumeda
cubriendo de la luz. Después se lavd con Solucion PBS — IFI 1X como antes se
describié. Y finalmente se seco la placa, se colocé el medio de montaje (glicerina
tamponada) y cubreobjetos sobre la placa para proceder a la lectura en el

microscopio de luz ultravioleta.

FIGURA N° 19 Promastigotes observados en microscopio luz

ultravioleta/visible con aumento de 40x.
Fuente propia
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Interpretacion de resultados.-

1. Determinacién de anticuerpos anti-Leishmania IgE e IgG por
ELISA indirecto

Valores menores o iguales a 0.90, se consideran negativos para

anticuerpos Anti - Leishmania

Valores entre 0.91-1.09, encuentran en el limite:

Valores mayores a 1.10. Son positivos para anticuerpos Anti- Leishmania.

2. Anticuerpos contra Leishmania s.p. (IFI — Leismaniasis, sustrato

promastigotes L. braziliensis)

Para Leishmaniasis cutanea y mucocutanea se considera reactivo cuando

existe fluorescencia a titulos mayores o iguales a 1/16.
Se consideran muestras reactivas para Leishmaniasis cutanea vy
mucocutanea cuando hay fluorescencia, el parasito presenta una coloracion

verde hasta el titulo mas alto.

Para Leishmaniasis cutanea y mucocutanea se considera NEGATIVO

cuando no hay fluorescencia, el parasito presenta una coloracion rojiza.

La sensibilidad para la prueba de IFI contra promastigotes de Leishmania
sp. Varia del 66,6% al 82%.
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Se debe tomar en cuenta que puede haber reactividad cruzada a titulos
bajos en casos de enfermedad de Chagas, lupus eritematoso sistémico,

malaria, toxoplasmosis, amebiasis, paracoccidiomicosis e incluso con
tuberculosis pulmonar.
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IX. RESULTADOS

En el presente estudio se determiné el valor prondstico de los niveles de
anticuerpos IgE e IgG anti-Leishmania por ELISA indirecto con antigenos
solubles de Leishmania braziliensis y anticuerpos 1gG contra promastigotes de
Leishmania braziliensis por Inmunofluorescencia indirecta. Esto se realizé con la
finalidad de cumplir con los objetivos planteados, para lo cual se identifico el
grado de correlacion de los niveles de anticuerpos de tipo IgG e IgE con el éxito

o fracaso de tres tipos de tratamiento leishmanicida.

1. Clasificacion de los pacientes involucrados en el estudio segun sexo.

En la Grafica N° 1 se observa que de los 60 pacientes analizados: 37 pacientes
(62%) eran varones, 19 pacientes (32%) eran mujeres, 4 pacientes (6%)

provenientes del INLASA (no reportaban este dato).

GRAFICA N° 1 Clasificacion de los pacientes con leishmaniasis
involucrados en el presente estudio segun sexo.
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2. Clasificacion de los pacientes involucrados en el presente estudio

segun procedencia.

En la Gréfica N° 2 se observa que de los 60 pacientes analizados: 46 pacientes
(77%) provenian de Palos Blancos, 10 pacientes (17%) asistieron al laboratorio
de Parasitologia del Instituto SELADIS, 4 pacientes (6%) provenientes del
INLASA.

GRAFICA N° 2 Clasificacion de los pacientes con leishmaniasis
involucrados en el estudio seguin su procedencia.
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3. Comportamiento de los niveles de anticuerpo de tipo IgE medidos por
ELISA en pacientes tratados con EVANTA.

En la Grafica N° 3 a, b y c se observan los resultados de anticuerpos de tipo IgE
(ELISA) en 23 pacientes tratados con EVANTA, se incluye el promedio y el
porcentaje de indice de las muestras obtenido en cada periodo de evaluacién.

En la grafica 3a, se observa que de los 23 pacientes evaluados, 2 pacientes

(NUumeros: 3 y 22) no consiguieron disminuir los niveles de anticuerpos a los 30
dias de iniciado el tratamiento, el resto, 21 pacientes (91%) consiguieron una
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disminucién leve de los niveles de anticuerpos a los 30 dias de iniciado el
tratamiento. También, se observa que 4 pacientes (Numeros: 1, 11, 17 y 23)
fueron los que consiguieron una mayor disminucion de los niveles de anticuerpos
a los 90 dias de iniciado el tratamiento, siendo en rango de disminucion de los
niveles de anticuerpos del 11,2% al 5,7% con respecto al valor inicial en este
grupo de pacientes. Por otra parte se observé que ninguno de los pacientes que
recibieron tratamiento con Evanta después de los 90 dias de iniciado el
tratamiento no consiguiod negativizar los niveles de anticuerpos (indice menor o
igual 0,90). Se observo también en los pacientes evaluados, que el promedio del
indice de las muestras a los 30 dias de haber terminado el tratamiento era de 8,8.
La comparacion de las medias de los niveles de anticuerpos IgE medidos antes
del tratamiento y después de un mes de concluido el tratamiento no muestra
diferencia significativa, siendo el valor de t=17,88 con un valor critico de 1,72
(IC = -1,72 a 1,72: p<0,05) (ver grafica 3b). Y que los pacientes producto del
tratamiento con Evanta consiguieron disminuir sus niveles de anticuerpos en un
40% (ver grafica 3c) con respecto a los niveles iniciales antes de recibir
tratamiento. Se resalta que con este tratamiento hubieron 4 pacientes (NUmeros:
8, 12, 13y 14) que hicieron recidivas, es decir, en estos pacientes fracaso el
tratamiento con Evanta, En este grupo en particular el rango del porcentaje de
disminucién de los niveles de anticuerpos vario del 16,4% al 10,6%.
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GRAFICA N° 3 a) Niveles de anticuerpos IgE medidos por ELISA en
pacientes tratados con Evanta en diferentes tiempos de evaluacion. b)
indice promedio de los niveles de anticuerpos de los pacientes en estudio
y c¢) Porcentaje de anticuerpos IgE presentes en diferentes tiempos de
evaluacion.
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4. Comportamiento de los niveles de anticuerpo de tipo IgG medidos por
ELISA en pacientes tratados con EVANTA.

En la Grafica N° 4 a, b y c se observan los resultados de anticuerpos de tipo IgG
(ELISA) en 23 pacientes tratados con EVANTA, se incluye el promedio y el

porcentaje de indice de las muestras obtenido en cada periodo de evaluacion.

En la grafica 4a, se observa que de los 23 pacientes evaluados, 2 pacientes
(NUumeros: 6 y 16) consiguieron una disminucion muy leve del 12,7% al 9,0% con
respecto al resto de los pacientes de los niveles de anticuerpos a los 30 dias de
iniciado el tratamiento; 1 paciente (Numero: 13) experimento una elevacién en
los niveles de anticuerpos a los 30 dias de iniciado el tratamiento respecto a la
primera muestra que se le tomo antes de recibir tratamiento. Se observa también,
qgue ninguno de los pacientes evaluados a los 90 dias de iniciado el tratamiento
consiguio negativizar los niveles de anticuerpos IgG (indice menor o igual 0,90).
En este grupo de pacientes se observa que el promedio del indice de las
muestras a los 30 dias de terminado el tratamiento era de 9,0 (indice mayor o
igual a 1,10 se considera positivo). La comparacion de las medias de los niveles
de anticuerpos IgG medidos antes del tratamiento y después de un mes de
concluido el tratamiento no muestra diferencia significativa, siendo el valor de
t=17,65 con un valor critico de 1,72 (IC =-1,72 a 1,72: p<0,05) ver gréfica 4b. Los
resultados muestran por otra parte que, los pacientes estudiados gracias al
tratamiento con Evanta consiguieron disminuir sus niveles de anticuerpos en un
37% (ver grafica 4c) con respecto a los niveles iniciales antes de recibir
tratamiento. De los 23 pacientes estudiados, 4 pacientes (Nameros: 8, 12, 13y
14) hicieron recidiva, el porcentaje de disminucién de los niveles de anticuerpos

IgG en estos pacientes oscilo entre el 15,2% al 10,1%.
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GRAFICA N° 4 a) Niveles de anticuerpos IgG medidos por ELISA en
pacientes tratados con Evanta en diferentes tiempos de evaluacion. b)
indice promedio de los niveles de anticuerpos de los pacientes en estudio
y c) Porcentaje de anticuerpos IgG presentes en diferentes tiempos de
evaluacion.
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5. Comportamiento de los titulos de Inmunofluorescencia Indirecta

medidos por IFl en pacientes tratados con EVANTA.

En la Grafica N° 5 a y b se observan los resultados de Inmunofluorescencia
Indirecta (IFI) en 23 pacientes tratados con EVANTA, se incluye la disminucién

del titulo de anticuerpos de las muestras obtenido en cada periodo de evaluacion.

En la gréfica 5a, se observa que de los 23 pacientes evaluados: 4 pacientes
(NUumeros: 8, 12, 13 y-14) no disminuyeron los titulos de anticuerpos hasta los 60
dias de administrado el tratamiento y que 5 pacientes (Numeros: 5, 6, 9, 15y 22)

a los 30 dias de tratamiento no habian disminuido el titulo de anticuerpos.

Ademas, se observa que 10 pacientes (Numeros: 2, 3, 4, 7, 10, 17, 18,19, 20 y
21) a los 30 dias de tratamiento habian conseguido disminuir los titulos de
anticuerpos de 1/128 a 1/64 y no consiguieron disminuir estos niveles incluso 1

mes despueés de finalizado el tratamiento.

Se observa que por Inmunofluorescencia Indirecta solo 2 pacientes (NUumeros:
11 y 16) consiguieron disminuir de manera gradual sus niveles de anticuerpos
desde 1/128 hasta 1/16 (considerado negativo). En la grafica 5b, se observa que
los pacientes estudiados gracias al tratamiento con Evanta consiguieron
disminuir sus titulos de anticuerpos en un 56% con respecto a los niveles iniciales
antes de recibir tratamiento. La comparacion de las medias de los niveles de
anticuerpos medidos antes del tratamiento y después de un mes de concluido el
tratamiento no muestra diferencia significativa, siendo el valor de t=20,88 con
un valor critico de 1,72 (IC = -1,72 a 1,72: p<0,05). En la gréfica 5a se puede
observar los titulos de anticuerpos por IFI de los 4 pacientes (Numeros: 8, 12, 13
y 14) que hicieron recidiva al tratamiento con Evanta.
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GRAFICA N° 5 Resultados de Inmunofluorescencia Indirecta medidos por
IFI en pacientes tratados con EVANTA, incluyendo la disminucién del titulo
de anticuerpos en las muestras.

5a = T0
140 -
mT1
w120
o
100 w12
§ 30 mT3
o
< 60
e
8 40
2
F 20 1/16
o AL I N0 A I NN
1 2 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
Numero de Pacientes Analizados

- (TO) Primera muestra como diagndstico (antes del tratamiento)

- (T1) Segunda muestra a los 30 dias de iniciado el tratamiento

- (T2) Tercera muestra a los 60 dias de iniciado el tratamiento (representa el final del tratamiento)

- (T3) Ultima muestra a los 90 dias, es decir 30 dias después de haber concluido con el tratamiento.

5b mTO
0, b
150% a1
100%
100% wT2

50%

0%

Variacion de los porcentajes de anticuerpos
totales presentes en diferentes tiempos de
evaluacion. (t=20,88 (p<0,05)

107



6. Comportamiento de los niveles de anticuerpos de tipo IgE medidos por
ELISA en pacientes tratados con GLUCANTIME (20 dias).

En la Grafica N° 6 a, b y ¢ se observan los resultados de anticuerpos de tipo IgE
(ELISA) en 34 pacientes tratados con GLUCANTIME, se incluye el promedio y el

porcentaje de indice de las muestras obtenido en cada periodo de evaluacion.

Entre los resultados mas sobresalientes en la grafica 6a, se destaca que de los
34 pacientes evaluados, 3 pacientes (Numeros: 12, 25 y 29) consiguieron una
disminucién muy leve de los niveles de anticuerpos a los 20 dias de iniciado el
tratamiento, siendo en rango de disminucion de los indices de anticuerpos del
11,7% al 8,4%. También, se observa que 1 paciente (Numero: 20) fue quien
consiguié una disminucién mayor de los indices de anticuerpos a los 40 dias de
iniciado el tratamiento; en general se observa que ninguno de los pacientes
evaluados a los 40 dias de iniciado el tratamiento consiguié negativizar los niveles
de anticuerpos. En la grafica 6b se observa que el promedio del indice de las
muestras a los 20 dias después de haber terminado el tratamiento era de 8,2
(indice mayor o igual a 1,10 se considera positivos). La comparacion de las
medias de los niveles de anticuerpos IgE medidos antes del tratamiento y
después de un mes de concluido el tratamiento no muestra diferencia
significativa, siendo el valor de t=18,14 con un valor critico de 1,69 (IC = -1,69 a
1,69: p<0,05). Y que los pacientes estudiados gracias al tratamiento con
Glucantime consiguieron disminuir sus niveles de anticuerpos en un 38% (ver
grafica 6¢) con respecto a los niveles iniciales antes de recibir tratamiento. Cabe
recalcar que con este tratamiento hubo 2 pacientes (Numeros: 22 y 26) que

experimentaron fracaso terapéutico.
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GRAFICA N° 6 a) Niveles de anticuerpos IgE medidos por ELISA en
pacientes tratados con Glucantime en diferentes tiempos de evaluacion. b)
indice promedio de los niveles de anticuerpos de los pacientes en estudio
y c¢) Porcentaje de anticuerpos IgE presentes en diferentes tiempos de
evaluacion.
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(t=18,14) (p<0,05).

109



7. Comportamiento de los niveles de anticuerpo de tipo IgG medidos por
ELISA en pacientes tratados con GLUCANTIME (20 dias).

En la Grafica N° 7 a, b y ¢ se observan los resultados de anticuerpos de tipo IgG
(ELISA) en 34 pacientes tratados con GLUCANTIME, se incluye el promedio y el

porcentaje de indice de las muestras obtenido en cada periodo de evaluacion.

En la gréfica 7a, se observa que de los 34 pacientes evaluados: 1 paciente
(Numero 12) no consigui6é disminuir los niveles de anticuerpos a los 20 dias de
iniciado el tratamiento y se observa que 2 pacientes (Numeros: 17 y 32)
consiguieron una disminucion leve de los niveles de anticuerpos a los 20 dias de
iniciado el tratamiento siendo en rango de disminucion de los niveles de
anticuerpos del 14,2% al 8,8%. También, se observa que 4 pacientes (NUmeros:
5, 13, 20y 33) fueron los que consiguieron una disminucién mayor de los niveles
de anticuerpos a los 40 dias de iniciado el tratamiento, siendo en rango de
disminucién de los niveles de anticuerpos del 12,6% al 5,5% y que ninguno de
los pacientes evaluados a los 40 dias de iniciado el tratamiento consigui6
negativizar los niveles de anticuerpos (indice menor o igual 0,90). Se observa
que el promedio del indice de las muestras a los 20 dias después de haber
terminado el tratamiento era de 7,9 (ver grafica 7b). La comparacion de las
medias de los niveles de anticuerpos IgG medidos antes del tratamiento y
después de un mes de concluido el tratamiento no muestra diferencia
significativa, siendo el valor de t=17,75 con un valor critico de 1,69 (IC = -1,69 a
1,69: p<0,05). Y se observa que los pacientes estudiados gracias al tratamiento
con Glucantime consiguieron disminuir sus niveles de anticuerpos en un 42% (ver

grafica 7c), con respecto a los niveles iniciales antes de recibir tratamiento.
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GRAFICA N° 7 a) Niveles de anticuerpos IgG medidos por ELISA en
pacientes tratados con Glucantime en diferentes tiempos de evaluacion. b)
indice promedio de los niveles de anticuerpos de los pacientes en estudio
y c¢) Porcentaje de anticuerpos IgG presentes en diferentes tiempos de
evaluacion.
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50% -
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Variacion del promedio de los niveles de Variacion de los porcentajes de anticuerpos
anticuerpos IgG en diferentes tiempos de 1gG presentes en diferentes tiempos de
evaluacion en los pacientes en estudio. evaluacion.

(t=17,75) (p<0,05).
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8. Comportamiento de los titulos de Inmunofluorescencia Indirecta
medidos por IFl en pacientes tratados con GLUCANTIME (20 dias).

En la Gréfica N° 8 a y b se observan los resultados de Inmunofluorescencia
Indirecta (IFI) en 34 pacientes tratados con GLUCANTIME, se incluye la
disminucién del titulo de anticuerpos en las muestras obtenido en cada periodo

de evaluacion.

En la grafica 8a, se observa que de los 34 pacientes analizados: 6 pacientes
(NUumeros: 16, 23, 24, 25, 27 y 28) no disminuyeron los titulos de anticuerpos
hasta los 20 dias de administracion del tratamiento. Ademas, se observa que 28
pacientes (82%) a los 20 dias habian conseguido disminuir sus titulos de
anticuerpos de 1/128 a 1/64.

Se observé que por Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) 7 pacientes (NUmeros: 1,
5, 6, 13, 14, 20 y 33) consiguieron disminuir de manera gradual sus niveles de
anticuerpos desde 1/128 hasta 1/16 (considerado negativo). Se observa
también, que los pacientes estudiados gracias al tratamiento con Glucantime
consiguieron disminuir sus titulos de anticuerpos en un 78% (ver grafica 8b) con
respecto a los niveles iniciales antes de recibir tratamiento. La comparacion de
las medias de los niveles de anticuerpos medidos antes del tratamiento y después
de un mes de concluido el tratamiento no muestra diferencia significativa, siendo
el valor de t=88,17 con un valor critico de 1,69 (IC =-1,69 a 1,69: p<0,05).
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GRAFICA N° 8 Resultados de Inmunofluorescencia Indirecta medidos por
IFl en pacientes tratados con GLUCANTIME, incluyendo porcentaje de las
muestras.
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9. Comportamiento de los niveles de anticuerpo de tipo IgE medidos por
ELISA en pacientes tratados con ANFOTERICINA “B” (4 meses).

En la Grafica N° 9 a, by ¢ se observa los resultados de los niveles de anticuerpos
de tipo IgE (ELISA) en 3 pacientes tratados con ANFOTERICINA “B”, se incluye
el promedio y el porcentaje de indice de las muestras obtenido en cada periodo

de evaluacion.

En la grafica 9a, se observa que cada uno de los pacientes evaluados disminuye
significativamente los niveles de anticuerpos tipo IgE desde el diagndéstico inicial
hasta la culminacion del tratamiento. Todos los pacientes evaluados a los 150
dias de iniciado el tratamiento, es decir 30 dias después de haber terminado el
tratamiento, consiguieron negativizar los niveles de anticuerpos (indice menor o
igual 0,90).

En la grafica 9b, se observa que estos pacientes redujeron el indice del valor
promedio del indice de las muestras desde 14,5 (antes de iniciar el tratamiento)
hasta 0,8 (1 mes después de terminado el tratamiento). La comparacion de las
medias de los niveles de anticuerpos IgE medidos antes del tratamiento y
después de un mes de concluido el tratamiento no muestra diferencia
significativa, siendo el valor de t=14,76 con un valor critico de 2,92 (IC =-2,92 a
2,92) (p<0,05).

En la grafica 9c, se observa que los pacientes al finalizar el tratamiento habian
reducido en un 70% los niveles de anticuerpo evaluado y que 1 mes después de
haber culminado el tratamiento habian reducido en un 94% los niveles de

anticuerpo.
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GRAFICA N° 9 a) Niveles de anticuerpos IgE medidos por ELISA en
pacientes tratados con Anfotericina “B” en diferentes tiempos de
evaluacion. b) indice promedio de los niveles de anticuerpos de los
pacientes en estudio y c) Porcentaje de anticuerpos IgE presentes en
diferentes tiempos de evaluacion.
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(t=14,76) (p<0,05).
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10. Comportamiento de los niveles de anticuerpo de tipo IgG medidos por
ELISA en pacientes tratados con ANFOTERICINA “B” (4 meses).

En la Grafica N° 10 a, b y ¢ se observan los resultados de anticuerpos de tipo I1gG
(ELISA) en 3 pacientes tratados con ANFOTERICINA “B”, se incluye el promedio
y el porcentaje de indice de las muestras obtenidas en cada periodo de

evaluacion.

En la grafica 10a, se observa que todos los pacientes evaluados disminuyeron

sistematicamente sus niveles de anticuerpos en cada periodo de evaluacion.

En la grafica 10c se observa una reduccién en un 70% de los niveles de
anticuerpos al culminar el tratamiento y en un 95% de disminucién de los niveles
de anticuerpos 2 meses después de haber terminado el tratamiento.

Siendo el promedio del indice de las muestras en la ultima determinacién de 0,7
(ver grafica 10b). La comparacion de las medias de los niveles de anticuerpos
IgG medidos antes del tratamiento y después de un mes de concluido el
tratamiento no muestra diferencia significativa, siendo el valor de t=16,93 con un
valor critico de 2,92 (IC = -2,92 a 2,92: p<0,05).
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GRAFICA N° 10 a) Niveles de anticuerpos IgG medidos por ELISA en
pacientes tratados con Anfotericina “B” en diferentes tiempos de
evaluacion. b) indice promedio de los niveles de anticuerpos de los
pacientes en estudio y c) Porcentaje de anticuerpos IgG presentes en
diferentes tiempos de evaluacion.
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(t=16,93) (p<0,05).
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11. Comportamiento de los titulos de Inmunofluorescencia Indirecta
medidos por IFI en pacientes tratados con ANFOTERICINA “B” (4

meses).

En la Gréafica N° 11 a y b se observan los titulos de anticuerpos anti-Leishmania
por Inmunofluorescencia Indirecta de los 3 pacientes tratados con Anfotericina
“B”, se incluye la disminucion del titulo de anticuerpos en las muestras obtenido
en cada periodo de evaluacion. En la grafica 11a, se observa que los 3 pacientes,
un mes después del tratamiento alcanzaron negativizar el titulo de anticuerpos

anti-Leishmania.

En la grafica 11b, se observa que los pacientes al mes de concluido el tratamiento
lograron disminuir en promedio un 87% de los niveles de anticuerpos. La
comparacién de las medias de los niveles de anticuerpos IgG medidos antes del
tratamiento y después de un mes de concluido el tratamiento no muestra
diferencia significativa, siendo el valor de t=15,84 con un valor critico de 2,92 (IC
=-2,92 a 2,92: p<0,05).
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GRAFICA N° 11 Resultados de Inmunofluorescencia Indirecta medidos por
IFI en pacientes con tratamiento de ANFOTERICINA “B”, se incluye la
disminucion del titulo de anticuerpos en las muestras.
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12. Determinacion del grado de correlacion de los niveles de anticuerpos
de tipo IgE e IgG con el éxito al tratamiento leishmanicida.

En la grafica N° 12 se comparan los porcentajes de los niveles de anticuerpos de
tipo IgE e IgG alcanzados al mes de culminado el tratamiento (con respecto a los
niveles de anticuerpos antes de iniciar el tratamiento) en los tres grupos de
tratamiento estudiados, se observa que la Evanta consiguid una disminucion del
40% y 37% para anticuerpos IgE e IgG respectivamente. El Glucantime mostro
una capacidad de disminuir de 38% y 42% para anticuerpos IgE e 1gG
respectivamente y la Anfotericina “B” tanto para anticuerpos IgE e IgG consigui6
disminuir.en un 94% y 95% de los niveles iniciales de anticuerpos.

Por otra parte, para comparar la existencia de diferencias significativa de los
niveles de promedios de anticuerpos IgE e IgG entre los tratamientos de Evanta
y Anfotericina B con respecto al tratamiento de uso convencional “Glucantime”
mediante el test de Student, se demostré que el tratamiento con Evanta no
disminuye significativamente los niveles de anticuerpos IgE al mes de culminado
de tratamiento siendo el valor de t=1,59 con un valor critico de 1,69 (IC =-1,69 a
1,69: p<0,05). En el caso de los anticuerpos IgG se observa que el tratamiento
con Evanta disminuye de manera significativa los titulos de anticuerpos, siendo
el valor de t=2,79 con un valor critico de 1,68 (IC = -1,68 a 1,68: p<0,05). EIl
tratamiento con Anfotericina B mostro tanto para los anticuerpos IgE e IgG ser
capaz de disminuir significativamente los niveles de anticuerpos respecto al
tratamiento de Evanta, para anticuerpos IgE el valor de t alcanzado fue de 34,38,
con un valor critico de 1,69 (IC =-1,69 a 1,69: p<0,05); para anticuerpos IgG un
valor de t de 25,15 con un valor critico de 1,73 (IC =-1,73 a 1,73: p<0,05).
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GRAFICA N° 12 Determinacién del grado de correlacion de los niveles de
anticuerpos de tipo IgE e IgG con el éxito al tratamiento leishmanicida.
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13. Correlacion de los resultados de la prueba de Inmunofluorescencia
Indirecta con los resultados de las pruebas de ELISA.

En la grafica N° 13 se comparan los resultados de la prueba de
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) con los resultados de la prueba de ELISA
(para determinar anticuerpos IgG anti-Leishmania). En esta grafica se observa
gue en el caso de los tratamientos con Evanta y con Glucantime los niveles de
anticuerpos IgG medidos por IFI fueron mas bajos que los niveles de anticuerpos
medidos por ELISA. En el caso del tratamiento con Evanta se obtuvo una
disminucion del 56% por IFI frente al 37% alcanzado por ELISA. En el tratamiento

con Glucantime por IFI se evidencio una disminucion del 78% respecto al 42%

121



alcanzado por ELISA. En el tratamiento con Anfotericina “B” la disminucion de
los niveles de anticuerpos IgG por ELISA fue del 95% frente al 87% alcanzada

por IFI. Obteniendo un valor de chi-cuadrado de 3,00.

GRAFICA N° 13 Correlacion de los resultados de la prueba de
Inmunofluorescencia Indirecta con los resultados de la prueba de ELISA
(que determina anticuerpos IgG anti-Leishmania).
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Xl. DISCUSION

1. Comportamiento de los niveles de anticuerpos determinados por IFl y
ELISA en pacientes tratados con EVANTA.

En los 23 pacientes tratados con EVANTA, a los 90 dias de iniciado el tratamiento
se evidencido que ninguno de ellos consiguid negativizar los niveles de los
anticuerpos anti-Leishmania, encontrandose para estos pacientes que el indice
promedio a los 90 dias era de 8,8 para IgE y de 9,0 para IgG. También, se
observo que a los 90 dias de iniciado el tratamiento con EVANTA, 19 pacientes
mostraron una cicatrizacion evidente de la lesion (cura clinica) pero continuaban
con niveles de anticuerpos anti-Leishmania positivos, siendo el indice promedio

de anticuerpos para estos pacientes de 7,3 para IgE y de 7,4 para IgG.

La determinacién de anticuerpos por Inmunofluorescencia indirecta (IFl) de todos
los pacientes tratados con Evanta, mostro que 4 pacientes no disminuyeron los
titulos de anticuerpos hasta los 60 dias de iniciado el tratamiento y que
solamentel2 pacientes lograron disminuir gradualmente los titulos desde 1/128
hasta 1/16 (considerados negativos).

Por otra parte, se observo que de los 23 pacientes tratados con EVANTA, 4
pacientes (Numeros: 8, 12, 13 y 14) no respondieron al tratamiento, en estos
pacientes el indice promedio de anticuerpos IgE e IgG a los 90 dias de iniciado
el tratamiento era de 1,53 y 1,56 respectivamente. Estos pacientes fueron
sometidos a un nuevo esquema terapéutico con sujetos a un nuevo esquema

terapéutico con Glucantime. (Datos no mostrados).

La eficacia en el tratamiento clinico con EVANTA fue de 83%. Este resultado se
debe a gue existieron 4 pacientes que hicieron recidiva, es decir que fracaso el
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tratamiento. Al analizar los resultados se puede observar que determinar los
niveles de anticuerpos IgE e IgG por ELISA y anticuerpos IgG por
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) no es un herramienta util en el seguimiento
de pacientes tratados con EVANTA, puesto que a los 30 dias después de haber
concluido el tratamiento, en todos los pacientes tratados los niveles de
anticuerpos estan por encima de los niveles normales. Para confirmar esta
hipétesis se debe hacer un estudio en pacientes tratados con Evanta que incluya
un seguimiento a los 6 meses, 9 meses y 12 meses después de culminado el
tratamiento. De esta manera se podria evaluar si los niveles de anticuerpos
descienden sistematicamente cuando los pacientes hacen cura clinica, e incluso
evaluar una posible elevacién de los mismos en caso de fracaso terapéutico que

después de 6 meses 60 mas estos pacientes reactivan la enfermedad.

Corona F. Bonfante R., realizaron un estudio en la Unidad en Investigaciones
Parasitoldgicas Medicas (Maracaibo Venezuela - 2000), en el cual concluyen
que la determinacion de anticuerpos (por ELISA) en individuos aparentemente
normales y sin cicatrices, justifica la existencia de formas subclinicas de la
infeccion. Asimismo, la cura espontanea de lesiones cutaneas asociadas a la
ausencia de lesiones mucosas, puede significar una mayor resistencia del

hospedero o una atenuacion de la cepa predominante.

En los pacientes que hicieron fracaso terapéutico, hubiese sido importante hacer
estudios mas profundos que evallen las caracteristicas genéticas tanto de la
cepa del parasito como del paciente lo cual permitird determinar una probable

asociacion genética con el fracaso terapéutico.
Boelaert M., y Fagundes A., realizaron un estudio en el Departamento de

Microbiologia y Parasitologia (México D.F. — 2010), donde proponen que para

evaluar las caracteristicas genéticas y la discriminacién entre especies, se

124



requiere de una bateria de métodos de identificacion entre los cuales se
considera el cultivo de promastigotes con anticuerpos monoclonales y perfiles
isoenzimaticos, técnicas de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) para el

diagnéstico y distincion de género y especie.

2. Comportamiento de los niveles de anticuerpos determinados por IFl y
ELISA en pacientes tratados con GLUCANTIME.

En los pacientes tratados con GLUCANTIME a los 40 dias de iniciado el
tratamiento, (20 dias después de haber concluido el tratamiento). Mediante la
prueba de ELISA se observé que ninguno de ellos consiguié negativizar los
niveles de anticuerpos IgE e IgG, siendo los indices de absorvancia promedio de
82 y 7,9 respectivamente. Contrariamente, se observd que por
Inmunofluorescencia Indirecta (IFl), 7 pacientes consiguieron disminuir de
manera gradual los niveles de anticuerpos de 1/128 a 1/16. También, se observo
que el resto de los pacientes pese a hacer cura clinica de la lesion disminuyeron
sus niveles de anticuerpos desde 1/128 a 1/32. Lo cual podria considerarse
desde el punto de vista del diagnéstico serolégico como positivos. En general en
estos pacientes podria considerarse que el hecho de disminuir desde 1/128 a
1/32 sus titulos de anticuerpos es una buena respuesta al tratamiento ya que se

relaciona con la cicatrizacion de la lesion.

Es importante mencionar que 2 pacientes (Numeros: 22 y 26) que fueron tratados
con Glucantime reportaron fracaso terapéutico y fueron sometidos a un nuevo
esquema terapéutico con Glucantime. (Datos no mostrados).

La eficacia en el tratamiento con GLUCANTIME fue de 94%, para la
determinacion de anticuerpos IgE, IgG por ELISA y anticuerpos totales por IFI.
Saenz R., y Paz H., en el 2009 realizaron un estudio en Panama, sobre la
evaluacion de la efectividad del Glucantime en el tratamiento de la Leishmaniasis
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cutanea, y utilizaron dosis terapéuticas recomendadas por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS). Para tal efecto, trataron un grupo de 59 pacientes
que tenian leishmaniasis cutanea causada por L. braziliensis panamensis, con
Glucantime durante 20 dias, en dosis diarias de 20 mg por Kg de peso, por via
intramuscular (hasta un maximo de 850 mg diariamente). Esta droga antimonial
fue efectiva reportando un total de 35 pacientes (70%) que se hizo negativo
parasitolégicamente al finalizar = el tratamiento y quienes permanecieron
cicatrizados después de 12 meses de seguimiento; en 13 pacientes (26%),
cicatrizd la lesion, pero se reactivo entre el primer y sexto mes después del
tratamiento, a estos 13 pacientes se les administro nuevamente el tratamiento
segun el protocolo dando como resultado la cura parasicoldgica de la enfermedad
(no hicieron recidiva al afio de iniciado el tratamiento); en otros 2 pacientes (4%)
se observo una cicatrizacion incompleta y la persistencia de los parasitos hasta
por 2 meses. Los hallazgos de estos investigadores muestran una eficacia
terapéutica del 96% valor similar al que hemos determinado en el presente
estudio. Cabe mencionar que Saenz y Paz no evaluaron los niveles de

anticuerpos IgG e IgE por ELISA ni por Inmunofluorescencia Indirecta (IFI).

3. Comportamiento de los niveles de anticuerpos determinados por IFl y
ELISA en pacientes tratados con ANFOTERICINA “B”

En los tres pacientes evaluados se pudo observar que a los 30 dias después de
haber concluido el tratamiento), se negativizaron los indices de las muestras tanto
para anticuerpos IgE como para anticuerpos IgG, estos resultados también
fuerdn corroborados por Inmunofluorescencia Indirecta (IFI).

Si bien el numero de pacientes es pequefio, se recalca que estos pacientes no
reportaron fracaso terapeutico, esto podria deberse al tiempo de tratamiento (4
meses). Por lo tanto, en estos pacientes el seguimiento del comportamiento de

los niveles de anticuerpos fue mas largo con respecto a los otros dos esquemas
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de tratamiento evaluados en el presente trabajo. La eficacia encontrada para
ANFOTERICINA “B” como tratamiento leishmanicida fue de 100%.

Morales J., realizé un estudio en el Hospital Infantil de México “Federico Gémez”,
Departamento de Hematologia e Infectologia (México D.F. — 2001), en ese
estudio utilizé un esquema de tratamiento con Anfotericina “B” a dosis de 0.75—
1.0 mg/kg de peso, por 15 dias en dias alternos, cuyo estudio mostré efectividad
de cura mayor al 97% en pacientes con Leishmania visceral afirmando que seria
una alternativa eficaz para el tratamiento de esta patologia. Por su parte Del
Rosal T. y Baquero F., realizaron un estudio en el Hospital Infantil Elena.
Valdemoro Madrid-Espafia en el 2010, en el que concluyeron que la Anfotericina
“B” es un farmaco muy efectivo, con menor toxicidad frente al Glucantime y que
requiere de periodos de hospitalizaciones mas cortos, siendo el costo final del
tratamiento inferior al de los antimoniales pentavalentes. Su estudio reporté que
los pacientes evolucionaron de forma favorable sin presentar efectos

secundarios.

Figueras N., Garcia M. J., en Barcelona Espafia el 2010 evaluaron a la
Anfotericina “B” como tratamiento leishmanicida en 32 pacientes. El tratamiento
consistia en la administracion de una dosis de 4 mg/kg de peso/dia; los dias 1 a
5y 10, alcanzandose una dosis total de 24 mg/kg de peso de Anfotericina “B”
administrada en 6 dosis a lo largo de 10 dias. Ellos concluyen que es eficaz y
seguro para tratar Leishmaniasis visceral, permitiendo ademas reducir la estancia
hospitalaria. Las dosis se prepararon de acuerdo a las instrucciones del
fabricante y se infundio durante 30 — 60 minutos en un 5% de dextrosa por vena
periférica.  La serologia (IFI y ELISA) fue positiva en el 100% de los casos
evaluados antes del inicio del tratamiento. Contrariamente a los resultados
reportados por Morales y Del Rosal, estos autores reportaron que al final del
tratamiento existid una curacion de 27 pacientes y 9 pacientes hicieron recidivas.
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De los 9 pacientes que hicieron recidivas, a 5 pacientes les readministraron
Anfotericina “B” en las dosis ya mencionadas. Luego, se hizo una nueva
evaluacion a los 2 meses de haber concluido con el tratamiento y se observé que
todos los pacientes se habian curado de la Leishmaniasis obteniendo “cero” de
fracaso terapeutico, donde los resultados de serologia (IFI y ELISA) fueron
negativos en todos los pacientes evaluados. En el presente estudio
determinamos una eficacia : terapeutica similar demostrandose que los
anticuerpos alcanzaron titulos o niveles de negatividad cuando los pacientes
hicieron la cura clinica, lo cual a su vez ha permitido demostrar la utilidad de los
anticuerpos para demostrar la cura clinica y serologica del paciente infectado con

Leishmania.

4. Determinacion del grado de correlacion de los niveles de anticuerpos de

tipo IgE e IgG con el éxito o fracaso al tratamiento leishmanicida.

En el caso de la Anfotericina “B” se determin6 que la evaluacién serolégica de
los niveles de anticuerpos de tipo IgE e IgG por ELISA e IFI guarda estrecha
relacion con la cura clinica de la enfermedad, negativizandose los indices de
absorvancia y titulos de anticuerpos por IFl y ELISA.

En el caso de los pacientes tratados con Evanta solo se consiguié una
disminucién del 40% y 37% para anticuerpos IgE e 1gG respectivamente, y del
56% para la determinacion de titulos de anticuerpos por IFIl. Resultado similar se
obtuvo en el caso de los pacientes tratados con Glucantime en los cuales se
obtuvo una disminucién del 38% (IgE) y 42% (IgG), y para IFl una disminucion
del 78%. Se recalca, que la mayor disminucion fue obtenida con el tratamiento
de Anfotericina “B”, seguido por el tratamiento con Evanta y por udltimo el
tratamiento con Glucantime. Los niveles de anticuerpos encontrados por cada
tipo de tratamiento podrian deberse fundamentalmente al tiempo de

administracion del tratamiento y el tiempo definido para la Gltima toma de muestra
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en el estudio. A decir, los pacientes tratados con Anfotericina “B” tuvieron un
tiempo de seguimiento de 4 meses. En caso de éxito este tiempo podria ser el
necesario para que los niveles de anticuerpos disminuyan hasta llegar a niveles

normales.

Respecto a los pacientes tratados con Evanta (tratados por 60 dias), se esperaria
una disminucion significativa de los niveles de anticuerpos en caso de cura clinica
debido a que recibieron tratamiento por tiempo prolongado. Estos pacientes solo
consiguieron disminuir aproximadamente un 40% de los niveles iniciales de
anticuerpos. Hecho que podria deberse a que se trata de un medicamento
elaborado a partir de alcaloides totales (producto natural) que entre sus muchos
componentes contienen sustancias no Leishmanicidas. Se deben realizar mas
estudios con medicamentos que contengan los alcaloides de la planta que tienen
actividad Leishmanicida demostrada y evaluar su relacion con el éxito o fracaso

terapéutico mediante la clinica, métodos parasitolégicos y seroldgicos.

En el caso de los tratamientos con Evanta y Glucantime se observo al mes de
culminado el tratamiento que en pacientes que hacen cura clinica de la

enfermedad los titulos de anticuerpos por IFI disminuyen desde 1/128 a 1/32.

5. Determinacion del tipo de anticuerpo que se correlaciona mejor con el
éxito o fracaso del tratamiento.

Por los resultados obtenidos, pudimos evidenciar que los dos tipos de
anticuerpos (IgE e IgG) analizados por la técnica de ELISA disminuyen de
manera similar. En pacientes tratados con Evanta se evidencié que existe una
diferencia del 3% de IgE respecto a IgG, la variacion de las medias mostro un
valor de test Student de 0,96 con un valor critico de 1,72 (IC = -1,72 a 1,72)

129



(p<0,05), lo cual nos indica que no existe una diferencia significativa en los
niveles de anticuerpos alcanzados al mes de concluido el tratamiento con Evanta.
En pacientes tratados con Glucantime existe una disminucion de un 4% en los
niveles de anticuerpos IgE respecto a IgG, la comparacion de las medias nos
mostro un valor de t de Student de 1,10 con un valor critico de 1,69 (IC =-1,69 a
1,69: p<0,05), lo cual se asume como ausencia de diferencia significativa en los
niveles alcanzados de anticuerpos al culminar el tratamiento con Glucantime.
Finalmente en pacientes tratados con Anfotericina “B” se evidencio una
diferencia del 1% entre los niveles de IgE frente a los niveles de igG siendo el
valor de t=1,51 con un valor critico de 2,92 (IC = -2,92 a 2,92; p<0,05).

La comparacion de medias por el test de Student nos indica que en estos tres
tipos de tratamientos tanto los niveles de anticuerpos IgE e IgG disminuyen en
igual proporcion. Lo cual contrasta con los reportes de Anan K., Atta A. y Souza
M., quienes indicaron que los anticuerpos IgE son mejores predictores que los

anticuerpos de tipo IgG en el seguimiento de los pacientes.

Zambrano S., Ortiz O., en el 2002, realizaron un estudio sobre el Mecanismo de
Evasion de la Respuesta Inmune en el Hospital Universitario “Dr. Miguel Orad”
Venezuela y en la UNAM, en el que publicaron un aspecto mas reciente y
novedoso de la utilidad de los estudios serolégicos en el conocimiento de la
enfermedad. Acumularon evidencias. sobre |la asociacion entre la presencia de
una respuesta Th1l o Th2 con los isotipos predominantes de las inmunoglobulinas
involucradas en proceso patolégico. Esta observacidon también ha sido

corroborada en otros en varios estudios muridos y humanos.

Ulrich y col., En la Facultad de Medicina, Universidad Central de Venezuela,
realizaron un estudio sobre el “Valor prondstico de los cambios fisiol6gicos
asociados a la resistencia en Leishmania”, en el que demostraron que las IgG4

especificas para Leishmania predominaban en un 95% de los sueros evaluados
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de pacientes con LCD. Estos resultados sugieren que la evaluacién de las
subclases de inmunoglobulinas abren una nueva perspectiva para la evaluacion
de la respuesta humoral en la leishmaniasis, no sélo durante el curso de la
enfermedad, sino también en la evaluacidbn de respuestas en esquemas

terapéuticos y en los procesos de re-infeccion o reactivacion de la enfermedad.

6. Correlacion de los resultados de la prueba de Inmunofluorescencia

Indirecta con los resultados de las pruebas de ELISA.

Al comparar los niveles alcanzados de anticuerpos medidos por
Inmunofluorescencia Indirecta (Figuras 5a, 8a y 1la) con respecto a los
resultados obtenidos por ELISA se encontr6 que los resultados por
Inmunofluorescencia tienen mejor relacién con la cura clinica (cicatrizacion de la
lesion) del paciente. A decir: en el caso de los pacientes tratados con Evanta de
los 19 pacientes que hicieron cura clinica 2 pacientes presentaron resultados
negativos por IFl, siendo que por ELISA todos dieron resultados positivos. En el
caso de los pacientes tratados con Glucantime de los 32 pacientes que hicieron
cura clinica 7 pacientes presentaron resultados negativos por IFl, estos 7
pacientes dieron resultados positivos por ELISA. En el caso de los 3 pacientes
tratados con Anfotericina “B” se observo que los niveles de anticuerpos medidos
tanto por IFI como por ELISA dieron resultados negativos.

Romero M. Lopez M., en el 2009 realizaron un estudio comparativo de pruebas
serologicas para el diagnéstico de la Leishmaniasis visceral canina, en la
Universidad Nacional de Colombia, Departamento de Salud Publica. EI objetivo
gue se propusieron era de comparar la concordancia entre los resultados
obtenidos por las técnicas IFl y ELISA en 72 sueros caninos procedentes de siete
municipios de zonas endémicas de leishmaniasis visceral zoondética (LVZ) del

departamento del Tolima (Colombia). Encontraron que la concordancia entre las
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diferentes técnicas comparadas fue menor del 16% (indice kappa < 16%), lo cual
sugeria que las pruebas no eran consistentes y por lo tanto, no eran aceptables
como método de diagndstico en el estudio que habian conducido. Postularon que
la discordancia de los resultados obtenidos por las técnicas diagnosticas ELISA
e IFI se podria explicar por el hecho de haber utilizado antigenos obtenidos por
métodos diferentes, teniendo en cuenta que en la primera ELISA emplearon ASL
y en la de IFI antigenos de superficie, por lo tanto, las pruebas diagnosticas
identificaban un grupo distinto de epitopes. -Sugirieron ademas, que la baja
concordancia se podia deber a la variabilidad y bajos valores de sensibilidad y
especificidad de las técnicas IFl y ELISA (<60%), en donde el primer pardmetro
podia permitir una sobreestimacion de la infeccion y su baja especificidad podia
favorecer- la presencia de resultados falsos positivos, debido a la reaccion

cruzada con otros patdgenos, aspecto que no evaluaron en su estudio.
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XIl.  CONCLUSIONES

Mediante el analisis de los resultados se pudo evidenciar que los niveles de
anticuerpos IgE e IgG anti - Leishmania no correlacionan con la cura clinica de
los pacientes cuando el tiempo de tratamiento evaluado es menor a 2 meses. Y
gue tienen buena correlacion con la cura clinica en periodos de tratamiento largos

como en el caso del tratamiento con Anfotericina “B”.

De los tres tipos de tratamiento evaluados mediante el seguimiento seroldgico de
anticuerpos se establece que el tratamiento con Anfotericina “B” por 4 meses es
suficiente para conseguir la cura clinica de la enfermedad y la negativizacion de

los anticuerpos anti-Leishmania se dio a los 150 dias después del tratamiento.

Se determiné que los dos anticuerpos evaluados tienen similares grados de
correlacion con respecto a los tipos de tratamiento evaluados. Pero se determind
qgue los anticuerpos de tipo IgE tienden a disminuir mas que los anticuerpos de
tipo IgG cuando el paciente hace una cura clinica aparente.

Al relacionar los resultados de las pruebas seroldgicas evaluadas se determind
que la prueba de Inmunofluorescencia Indirecta correlaciona mejor sus

resultados con la cura clinica de los pacientes.

Por lo tanto, los resultados del presente estudio nos muestran que cuando se
tiene pacientes con cura clinica los niveles de anticuerpos IgE e IgG guardan
correlacion con los resultados después de los 6 meses de tratamiento. Por lo
tanto, el seguimiento seroldgico de un paciente tratado con medicamentos

leishmanicidas debe hacerse a partir de los 4 meses de recibido el tratamiento.
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Xlll. RECOMENDACIONES

Los ensayos Inmunoenzimaticos ligados a enzimas (ELISA) son utilizados para
el diagndstico y seguimiento de muchas enfermedades tanto inmunes como
parasitarias, que dependiendo del antigeno utilizado pueden presentar mayor
sensibilidad y especificidad en comparacién con otras técnicas de diagndstico.

En nuestro caso, pudimos evidenciar que la deteccion de anticuerpos IgE e 1gG
anti-Leishmania en la poblacion estudiada puede ser considerada como un

método complementario para el diagndstico de la enfermedad.

Los resultados de nuestro estudio indican que la determinacion de niveles de
anticuerpos' IgE e IgG anti-Leishmania pueden usarse como marcadores
sensibles'y especificos para detectar la enfermedad activa. Pero si los niveles de
anticuerpos van a ser utilizados como marcadores del éxito o fracaso terapéutico,
se recomienda que se haga un seguimiento por mas de seis meses, tiempo que
permitira evidenciar si estos niveles disminuyen en caso de cura clinica de la

enfermedad.
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ANEXO 1

MATERIALES Y EQUIPOS EMPLEADOS EN EL PRESENTE TRABAJO

A. Insumos.-

1. Toma de Muestra.-

e Vacutainer e Tubos colectores con EDTA 7%
e Algoddn e Tubos colectores con Heparina
e Alcohol 70% e Marcador indeleble

e Ligadura e Cuaderno de registro

2. Material de Vidrio y Plastico.-

e Microplacas de ELISA de 96 pozos Tubos conicos de poliestireno de

de poliestireno 15 mL.
e Cajas de cultivo celular e Portaobjetos
e Pipeta Pasteur e Pipetas
e Camara de Newbauer e Micropipetas y puntas
B. Equipos.-

o Microscopio optico OLYMPUS (BH-2), Japon.

o Microscopio invertido OLYMPUS (CK-2), Japon.

o Centrifuga Hettich Zentrifugen Universal 32, Alemania.

o Microcentrifuga Hettich Zentrifugen MICKRO 22, Alemania.

o Refrigerador (4 y -20°C) White Watinghouse, Estados Unidos.

o Campana de flujo Gelaire BSB-4B, Flow Laboratories, Estados Unidos.
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Estufa a 37°C. 5% (B, y 99% HR, NUAIRE UN-8500E, Estados Unidos.

Estufa a 26°C BINDER (BD-53).

Lector de ELISA Bio-tec Instruments Inc, Estados Unidos.

Mezclador térmico para microtubos Fisher Scientific, Estados Unidos.

Reactivos.-

Medio de cultivo Schneider’s
Insects Medium, SIGMA.

Medio de cultivo RPMI 1640,
SIGMA

Tampon Fosfato Salino (PBS)
0,01M; pH 7,2

Tampon Versene (PBS 1X, 5nM
EDTA)

Medio de separacion de Linfocitos
(MP Biomedicals)

Tampon Salino de Carbonatos
Tampodn Citrato Fosfato

Solucién de lavado (PBS-Tween)
Ortofenildiamina (OPD)

Glicerina Tamponada

Solucion Salina Fisiologica (0,9%)
Carbonato de Sodio (2%)
Hidréxido de Sodio (0,1N)
Tartrato de Sodio y Potasio (2%)
Sulfato de Cobre (1%)

Aceite de Inmersiéon

Preparacion de placas (PBS-
Tween BSA 0,1%)

Solucion Stop (PBS-BSA 0,1%)

Anticuerpo Monoclonal anti 1gG
humano (SIGMA)

Anticuerpo Monoclonal anti IgE
humano (SIGMA)

Tween 20 (0,05%)

Percoll

Buffer Acetato
N-dimetilformamina (anticuerpos)
Azul de Tripan

Formol (1%)

Tampon Fosfato Salino (PBS-IFI)
Folan (1N)

Albumina Suero Bovino (BSA)
Tincion GIEMSA

Penicilina 50U/MI
Estreptomicina 50 mg/Ml
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ANEXO 2
PREPARACION DE LOS REACTIVOS

PBS 10x: (ELISA): 0.01 M.

EL -}

> Na , 2B,—, D 2,50r.

> Ot B, — 722D 22,0 gr. NaCl 0,15 M
% Na Cl 87,6 gr. pH=7,2-7.4
X4 Hy Bli 1000 mL.

Citrato 0.1 M

<> Citrato Sédico 21 gr.

Fosfato 0.2 M

<> Fosfato Disodico Hidratado 35,6 gr. C.S.p. 1000 mL.
<> e HEE,— 7 H20 49,95 gr. C.S.p. 1000 mL.
sSustrato

X OPD 15 mg.

o f}lmpén Citrato Fosfato 7,5 mL.

o Hy @2 10 uL.
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Tampon Carbonato — Bicarbonato: 0.1M: pH 9.6

Na,CO; (SIGMA)
NaHCO; (SIGMA)

HpO csp.

Solucién de lavado PBS — Tween 20 al 0,05%

Tween 20 (SIGMA)

PBS pH 7, 4 cps.

Diluyente de suero vy conjugado PBS — Tween 20 al 0.05% BSA 0.1%

BSA (fraccion V — SIGMA)

PBS — Tween 20 al 0,05% csp.

Solucion de bloqueo PBS —BSA0.1%

BSA (Fraccion V — SIGMA)
PBS pH 7,4 csp.

Tampon Citrato — Fosfato pH 5

3,2 g.
59 g.

1000 mL

0,5mL

1000 mL

0,1g9.

100 mL.

0,1g9.

100 mL.
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C¢Hg07.H,0 (SIGMA) 2,92 g.
Na,HPO,.7H,0 (MP-Biomedicals) 7,39 g.

HyO csp. 500 mL.

Sustrato Ortofenildiamina (OPD)

(SIGMA) 22 mg.
Tampon Citrato 10 mL.
H,0, 18 uL.

Se prepard una solucion de sustrato OPD 10 minutos antes de su utilizacién

manteniendo la solucion en oscuridad.

Polietilenglicol (PEG) al 12.5% (SIGMA)

Se preparo una solucion de PEG al 12,5% para precipitar los complejos inmunes
formados a partir de IgG presente en suero del paciente y el Ac anti-lgG humano.
Polietilenglicol (SIGMA) 6,25 g.

Solucion Salina Fisiologica csp. 50 mL.
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Reactivos del Método de Lowry

Folan 2 N

Tartrato de Sodio (Na) y potasio (K).
Sulfato de Cobre

Carbonato de Sodio (Na)

Fosfato de Sodio (Na)

Anti IgG e IgE conjugados con peroxidasa

ANEXO 3

PREPARACION DEL MEDIO SCHNEIDER

Pesar 1,636 gr. Medio Schneider

Pesar 0,2 qgr. Bicarbonato

Disolver en 90 mL de H,O destilada

Luego afadir 10 mL de Suero Fetal Bovino

Mas 500 uL de Penicilina (1.200.000) de inyectable disuelta en agua de
ampolla.

Mas 500 uL de Cefotaxima de inyectable disuelta en agua de ampolla.
Posteriormente filtrar en campana de flujolaminar, con jeringa nueva y con
filtros miliport.

Guardar en frasco de vidrio etiquetado a 4°C.
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ANEXO 4

DESCONGELACION Y CONGELACION DE PARASITOS

Retirar del nitrogeno liquido el tubo falcén que contiene los parésitos
Colocar en agua caliente (37°C)
Luego colocar en 5 mL de Schneider

Y posteriormente realizar el cultivo

Preparar 5 mL de Schgneider

Mas 1 mL de DMSO (Dimetil Sulfoxido)

Y 4 mL de SFB (Suero Fetal Bovino)

Luego filtrar (Crio Mix)

Colocar todo el cultivo de parasitos en 2 tubos falcon
Centrifugar a 2500 r.p.m.

Eliminar el sobrenadante, y en un tubo dejar 500 uL.
Mezclar uno de los tubos con 500 uL con el pelet y pasar al otro tubo
Afadir el Crio Mix y alicuolar en 10 tubos Fisher.
Primero a 4°C durante 30 minutos

Luego a -20°C durante otros 30 minutos

Y luego en nitrégeno liquido.

ANEXO 5

PROCEDIMIENTO DE SONICADO DE LOS PARASITOS

La Sonicacion es el proceso por el cual se destruye a los parasitos por vibracion,

este procedimiento también se puede realizar congelando en hielo 3 veces a —
70°C.

Se debe realizar 10 ciclos de este proceso, en el cual cada ciclo dura 1 minuto

de sonicacion directa y 30 segundos de reposo.
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Primero la potencia de salida de 80 a 100 Herz.

Pulzaciones / “ = 2,5

Prender el poder

Prender el power 1’ se apaga y luego se espera 30 “ (10 ciclos)
Una vez terminados los 10 ciclos se debe alicuotar en tubos.
Luego centrifugar a 8200 r.p.m. durante 15 minutos

Se los identificara como ASL (Antigeno Soluble Leishmania).

Se debe guardar un tubo especifico para la cuantificacion.

ANEXO 6

CUANTIFICACION DE Adg. (Método de Lowry)

Sol. A. (Carbonato de Sodio al 2 %) NaOH 0,1 N.

(=t

10 gr 249r.
i‘:}OH 2 gr 0,4 gr.
H, 2l 500 mL. 100 mL.

Sol. B. (Tartrato de NayK)al 2 %

X/
*

T.S.P. 1gr. 0,5 gr.
+-3,d 50 mL. 25 mL.

H

Sol. C. (Sulfato de Cobre) al 1 %.

b 2 0,5 .
=0d 50 mL
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*

Folan 1 N.

Sol. E. (Solucién de Trabajo)

Preparar en el momento de utilizar

Sol. A 200 mL
Sol B 2. mL.
Sol.C 2 mL.

Procedimiento

Preparar solucion stock de BSA (5mg/10mL).

Preparar las soluciones estandar para la curva patron.

Marcar tubos de ensayo de la A hasta la G, los tubos para las muestras a
analizar (trabajar por duplicado) y el blanco reactivo.

Al tubo b lanco reactivo afiadir 200 uL de las soluciones estandar y las
muestras a analizar donde corresponda.

Anadir 3 ml de solucion de trabajo (Sol. E) agitar en vortex y dejar reposar
10 minutos.

Afadir 300 uL de Sol. D.

Mezclar suavemente y dejar reaccionar por 30 minutos en oscuridad.

Leer las absorbancias a 750 nm.

Con los promedios graficar la curva patrén e interpolar las absorbancias de

las muestras a analizar.
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Curva STD.

Dosis ug/mL
25
50
100
150
200
250

300

Dosis
ug/mL

25
50
100
150
200

250

(5mg /10 mL)

Stock BSA/uL

ABS -1

0.000

0.038

0.080

0.161

0.198

0.253

50

100

200

300

400

500

600

ABS -2

0.007

0.044

0.078

0.157

0.193

0.247

H;Od (uL)
950
900
800
700
600
500

400

0.003
0.041
0.079
0.159
0.195

0.250
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G 300 0.285 0.289 0.287

M1 0.042 0.063 0.052

R=0.99

Y =0.001 X - 0.0153

X=67.3ug/ mL.

ANEXO 7

PROCEDIMIENTO DE TAPIZADO DE LAS PLACAS DE ELISA

IgE =20 ug / Ml IgG =10 ug/ mL
IgE 1486 uL ASL

3514 uL Tampon Carbonatos
IgG 743 uL ASL

4257 uL Tampon Carbonatos

s Preparar IgE e IgG
% Colocar 100 uL en cada pozo, mitad de la placa de ELISA para IgE y la otra
mitad para IgG.

s Agitar a 3,5 durante 30 minutos.
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ANEXO 8

PROCEDIMIENTO DE POSTAPIZADO DE LAS PLACAS DE ELISA

El postapizado sirve para recubrir sitios en los que no se ha fijado el Antigeno.

BSA 0,1 % en PBS Tween 20 0,5 % (detergente y sirve como solucién de lavado).
0,1 % /100 mL

<> 3 lavados con PBS Tween 0,5 %.

<> 0,1 % BSA /100 mL PBS Tween

X Luego el postapizado con 200 uL (0,1 BSA /100 PBS Tween)
<> 1 Hora a 37 °C

< Realizar 3 lavados

ANEXO 9
REALIZACION DE LA TECNICA DE ELISA

%+  Colocar diluyente de muestra PBS — BSA 0,1 %(dilucion 1/ 21)

% Mas 10 uL de las muestras

s Sembrar 100 uL por pozo

% Incubar 1 hora a 37°C

% Realizar 3 lavados con PBS Tween 20

% Luego agregar el conjugado anti IgG (alicuotada con 25 uL con peroxidasa).
Realizar una dilucién 1 / 600 (2 uL de conjugado + 1000 uL PBS — BSA)

% Sembrar 100 uL del conjugado.

% Luego incubar a 37°C durante 30 minutos

+ Realizar 3 lavados
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Luego agregar 100 uL de sustrato (OPD diluido en tampén citrato + H202 —
10 volumenes). Esto se debe preparar solo 15 minutos antes de utilizar. (10
mL de PBS + 18 uL de H202 + 22 ug de OPD).

Incubar durante 30 minutos a 37°C.

Afadir 50 uL de Solucion de parada (H2SO4 — 3 N)

Leer de 490 a 630 nm de longitud de onda.
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ANEXO 10

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

El SEAON.... i e , de ..... afios de edad y con Cl.I....
........... , expedido en ........., manifiesta que ha sido informado sobre los beneficios que
podria suponer la extraccion de un volumen de 10 ml. de su sangre y un frotis de lesion
(si presenta) para cubrir los objetivos del Proyecto de Investigacion: “DETERMINACION
DEL VALOR PRONOSTICO DE LOS NIVELES DE ANTICUERPOS IgE-ANTI
LEISHMANIA COMO RESPUESTA AL TRATAMIENTO ANTI LEISHMANIA” con el fin
de brindar una herramienta mas de apoyo al clinico que le permita tomar decisiones

oportunas referidas al tratamiento y control de pacientes con leishmaniasis.

He sido informado de los posibles perjuicios que la extraccién de una muestra de
10 ml de sangre y un frotis de lesion puede tener sobre mi bienestar y salud, asi mismo

se me hara conocer el resultado del las pruebas realizadas con mi muestra sanguinea.

He sido también informado de que mis datos personales seran protegidos segun

las Normas vigentes de Bioética.

Tomando ello en consideracion, OTORGO mi CONSENTIMIENTO a que esta
extraccion de sangre tenga lugar y sea utilizada para cubrir los objetivos especificados

en el proyecto de investigacion antes mencionado.

La Paz,..... G s (. de 2010.
Firma Firma
DONANTE PROF. DE SALUD
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ANEXO 11

CALCULO DE CHI — CUADRADO

= 100+63+58+5 = 226

I = 56,5/56,5/56,5/56,5 =56,5

X_

X =0,0 > )

P =p,0a
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