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La leishmaniasis visceral es una enfermedad infecciosa, causada en Latinoamérica por el parasito
Leishmania infantum/chagasi, la cual afecta principalmente a nifios menores de cuatro (4) afios y en los
gue se registra una alta tasa de mortalidad infantil en zonas endémicas, constituyendo asi un grave
problema de salud publica. El perro domestico es el principal reservorio de esta enfermedad. La presente
revision abarca los aspectos inmunolégicos evaluados en la ultima década en sangre periférica y 6rganos
blanco del parasito, que caracterizan y definen a los caninos infectados como sintomaticos y asintomaticos.
Estos constituyen elementos de importancia en el pronostico de la enfermedad visceral, en el desarrollo de
nuevas terapias, candidatos a vacunas y medidas de control de la leishmaniasis visceral canina.
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INTRODUCCION

La leishmaniasis visceral representa un
problema de salud publica en Venezuelay el mundo.
Afecta principalmente a una poblacién altamente
vulnerable como son los nifios menores de 10 afios
gue viven en precarias condiciones soci 0-econémicas,
donde el 70% son menores de 4 afios y en los que se
registraunaaltatasa de mortalidad infantil (Archivos
Dpto. de Informatica, Instituto de Biomedicina,
Ministerio de Salud).

En zonas endémicas de |eishmaniasis visceral
la poblacion canina constituye el principal reservorio
de parasitos. En Venezuela, particularmente en el
estado Nueva Esparta el diagndstico serolégico
mediante ELISA utilizando el antigeno rK39 de
Leishmania chagasi y promastigotes de Leishmania
donovani (MHOM/IN/80/DD8), demostré una alta
susceptibilidad frente a L. chagasi en la poblacion
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canina, con un incremento en la transmision en un
periodo de 10 meses de estudio, determinado por €l
aumento de positividad del ELISA aambos antigenos
de un 24% al inicio del estudio hasta un 40% al final
del periodo (Zerpaet al., 2000).

Si bien escierto quelainfeccién natural enlos
perros reproduce en cierto modo caracteristicas
clinicas aparentes observadas en humanos, pudiendo
clasificar estos en asintomaticos, oligosintomaticosy
sintomaticos o enfermos (Fig. 1), poco se conoce
acercade larespuestainmune en estos animalesy los
factores que determinan el grado de susceptibilidad.

La respuesta inmune en perros infectados con
L. infantum/chagasi resulta en un amplio rango
respuestas tanto humoral como celular, el cual varia
dependiendo de la condicion clinica de del animal.
Ciertos estudios apoyan una asociacién entre los
signos de la enfermedad visceral en perros, la
progresion delaenfermedad y € establecimientodela
inmunidad mediada por células (IMC) (Abranches et
al., 1991; Moreno et al., 1999; Pinelli et al., 1999;
Solano-Gallego et al., 2000). Los mecanismos
involucrados en la generacién de proteccion o
susceptibilidad en perros son aun desconocidos. Si
luego de la infeccién se establece una efectiva
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Asintomatico

Criterios de Clasificacién

- Seropositividad a antigenos
de L. chagasi rK39 ELISA
- Confirmacidn por cultivo

Examen fisico:

- Pérdida de peso

- Cambios oculares (opacidad comeal)
- Onycogrifosis

- Alopecia

- Ulceras cutanaas

- Hepatosplenomegalia

- Ganglios linfaticos palpables

Fig. 1. Leishmaniasis visceral canina: Principales criterios de clasificacion para definir a los perros seropositivos

como sintomaticos o asintomaticos,

inmunidad mediada por células, ésta es capaz de
controlar la infeccién y el animal permanece
asintomatico. Por €l contrario, la ausencia de esta
respuesta conlleva ala progresién de la enfermedad,
causando signos y sintomas evidentes en los perros
(Pinelli etal., 1994; Moreno & Alvar, 2002). En estos
casos |os parasitos se diseminan en la médula 6sea,
higado y bazo causando una enfermedad crénica, en
la cual una respuesta inmune descontrolada del
hospedador contribuye con la patologia en estos
Organos, haciéndola potencialmente fatal.

La ausencia de inmunidad celular especifica
contra el parasito ha sido demostrada en perros
sintométicos naturalmente infectados o infectados
experimentalmente, con una reducida respuesta
linfoproliferativa al estimular linfocitos T frente a
antigenosde L eishmaniain vitro (Morenoet al., 1999).
Esto correlaciona ademés con una depresion de la
proporcién de linfocitos T CD4+ en sangre periférica
de perros sintométi cos, en comparacion con perros no
infectados. (Moreno et al., 1999; Pinelli et al., 1999;
Solano-Gallegoet al., 2000).

Estudios in vitro e in vivo en células
mononucleares de sangre periférica en infecciones
experimental es, sugieren laasociacion de unarespuesta
delinfocitos T tipo Thl con resistencia adesarrollar
leishmaniasisviscera canina(LVC) (Pindli etal., 1994).
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segun la presencia y severidad de los signos descritos.

Basandose en resultados donde células
mononucleares de sangre periférica provenientes de
animales sintomaticos responden a mitégenos y
antigenos del parasito con unaelevada produccion de
las INF-y IL-2y TNF-o (Pinelli etal., 1994), mientras
gue los perros sintomaticos muestran una respuesta
elevada del tipo Th2, con produccién de IL-4, IL-6 e
IL-10, y unaelevadaproduccién de anticuerpos (Pinelli
etal., 1994; Moreno & Alvar 2002). Adicionalmenteen
otros estudios, se determino que los anticuerpos del
isotipo 1gG, 1gG1 e IgG2 anti-Leishmania fueron
considerablemente més altos en perros sintomaticos
gue en perros asintoméaticos (Solano-Gallego et al.,
2000; Strauss-Ayali & Baneth 2001) y que €l isotipo
1gG2a asociado a una respuesta Thl es cominmente
detectado en perros asintométicos (Nieto et al., 1999)

En contraste a estos hallazgos, un estudio
similar realizado en Brazil analizando aspirados de
médula 6sea proveniente de perros naturalmente
infectados, no demuestra una asociacion clara entre
las expresion de citocinas tipo Th2, la respuesta
humoral y linfoproliferativa con la progresion de la
enfermedad visceral, incluso a pesar de encontrar una
correlacion positiva entre los signos clinicos y la
expresiondelL-4 asi como conlosnivelesdelgG anti
Leishmania, no se encontré relacion con larespuesta
celular uotrascitocinas. Ademés, losnivelesdelL-10
en perros con enfermedad severaresultaron similares

BOLETIN DE MALARIOLOGIA Y SALUD AMBIENTAL



alos controles no infectados, por lo que se descarta
un papel inmunosupresor de la IL-10 en perros
natural mente infectados (Quinnell et al., 2001).

Lainteraccion entreloslinfocitos T y loscélulas
presentadoras de antigeno (células dendriticas y
macréfagos) es fundamental para el establecimiento
de una respuesta inmune organizada contra los
patogenos en general. La exquisita regulacion de la
respuesta del linfocito T, incluyendo la activacion y
diferenciacion de las subpoblaciones efectoras, es
controlada por muchos factores que actdan
orquestadamente y depende finalmente de la
interaccion del linfocito T con células presentadoras
deantigenos quellevanlosantigenos especificos para
activar larespuestaefectoradel linfocito T enlossitios
donde ocurre lainfeccidn. Es evidente que patégenos
intracelulares como Leishmania, modulan la funcion
del macrofago y alteran estainteraccion paraevadir la
respuestainmune (Solbach & Laskay, 1996).

L os macroéfagos juegan un papel fundamental
en la respuesta inmune contra Leishmania, ya que a
parte de actuar como célula hospedadora de los
parasitos, actian como células presentadoras de
antigenos y dependiendo de su capacidad para
responder alascitocinas provenientesde lainteraccion
con € linfocito T durante €l curso de la enfermedad,
pueden activarse'y eliminar alos patdgenos mediante
laproduccion de oxido nitrico (ON) y otros compuestos
intermediariosdel oxigeno reactivo (Fang, 1997). Pindli
y colaboradores demostraron que lainfeccién in vitro
por L. infantun en macrofagos caninos bajoregula la
expresion delamoléculacoestimuladoraB7 impidiendo
la efectiva interaccion entre el linfocito T y los
macrofagos, evidenciado por la ausencia de
proliferacion y produccion de |FN-y especifica frente
a Leishmania, la cua es recobrada con la adicién
exogenade estamolécula (Pinelli et al., 1999).

La produccion de ON en macréfagos caninos
desempefia un papel importante en la actividad anti-
Leishmania . Los macréfagos infectados con L.
infantum aumentan su capacidad leishmanicida 'y la
produccion de ON en presencia del parasito y LPS
(Panaro et al., 1998). Igualmente citocinas Th1l como
| FN-y, incrementan laproduccion de NO en macréfagos
caninos infectados con L. infantum, mientras que
citocinas como IL-4 se asocian a una produccion
disminuidade ON (Pinelli et al., 1994; Quinnell et al.,
2001). Lainhibicion delaenzimaoxido nitrico sintetasa
inducible (NOS2) esta asociada con ladisminucion de
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laactividad leishmaniciday fagociticaen macréfagos
caninos (Panaroetal., 1998; Pinelli etal., 2000). Enun
estudio preliminar analizando |as concentraciones de
ON en perrosnaturalmente infectadoscon L. infantum
no se encontraron diferencias significativasen el suero
deanimales sintométicosy asintométicos Sin embargo
la proporcion de perros con valores elevados de
nitritos en suero fue mayor en perros sintomaticos en
comparacion con los asintomético y controles no
infectados (Marzal et al., 2002). Adicionamente este
mismo estudio demostré una mayor proporcion de
células positivas para laexpresion NOS2 en higado y
bazo en perros sintomaticos con respecto a los
asintomaticos y controles, indicando que la
produccion de ON es localizada diferencialmente en
los 6rganos especificos y no sistémica (Marzal et al.,
2002)

Esimportante recalcar que si bien los estudios
realizados a partir de muestras de sangre periférica,
proveen una aproximacion general al status
inmunolégico a nivel sistémico del animal, no
necesariamente son € reflegjo de lo que ocurre en los
organos blanco del parasito.

Estudios realizados por nuestro grupo
analizando biopsias de higado y bazo proponen la
existencia de una inmunidad 6rgano-especifica para
LVC en perros naturalmente infectados (Diaz et al.,
2001; Sanchez et al., 2004). En este estudio los
resultados demuestran unaelevada carga parasitariay
mayor proporcién de células infectadas en higado y
bazo de perros sintométicos naturalmente infectados
con L.infantun/L. chagasi a diferencia de perros
asintomaéticos; Estas diferencias enlacargaparasitaria
ademaés de estar asociadas con los signos clinicos, se
correlacionan con cambios a nivel estructural y enla
composi ¢i6n de célulasinmunocompetentes de higado
y bazo. La presencia en perros asintomaticos de
granulomas bien definidos contentivos de unaelevada
proporcion de Linfocitos T CD4+ y CD8+ efectores,
asi como la expresion de moléculas de adhesion y
activacion, asociadas a la expresion de moléculas de
clasell del complejo principal de histocompatibilidad
(Fig. 2) sugiere el establecimiento de unainmunidad
celular eficiente, que permite a estos animales
permanecer infectados con una baja carga parasitaria
mostrando ningdn o pocos signos clinicos (Sanchez
et al., 2004). En contraste la ausencia de granulomas
maduros en higado y lamarcada depresion delinfocitos
T, moléculas de adhesién activacion e integrinas en
los perros sintomaticos pudieran ser determinantes
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Fig. 2. Localizacion Immunohistoquimica de células inmunocompetentes en higado de perros infectados
naturalmente con L. infantum/chagasi Paneles izquierdos (A,C,E) corresponden a secciones de un perro
asintomatico mientras los paneles derechos (B,D,F)a un perro sintomatico. Se observan linfocitos T CD4
positivos organizados en granulomas en perro asintomatico (A), mientras que en el perro sintomatico los
linfocitos T CD4 positivos son distribuidos aleatoriamente en los sinusoides hepaticos (B). Los macro6fagos
residentes MoMa positivos son escasos en los perros asintoméaticos (C), pero mas profusos y dispersos en
el tejido de los perros sintomaticos mostrando un marcaje mas débil de MOMA y mayor carga parasitaria (D)
Los leucocitos infiltrantes CD45 positivos son reclutados hacia los granulomas en el higado de perros
asintomaticos (E) pero no en los sintoméaticos (F) donde se observan distribuidos sin organizacién aparente.
Flechas: células MoMa+, contraste con hematoxilina, magnificacion x 1000 (A-E) y x 200 (F). Tomado de: Sanchez
et al., 2004.
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en la diseminacién del pardsito y eventualmente la
muerte (Sanchez et al., 2004). A pesar de que las
diferencias en la respuesta del bazo entre perros
sintomé&ticos y asintomaticos no son tan marcadas
como |la observada en higado, también se evidencio
unapérdidaparcial delaarquitecturadel bazo (Diaz et
al., 2001), coincidiendo ademas con una mayor
proporcion de macréfagos infectados 'y una menor
proporciondelinfocitos T activados CD4+ CD44+ en
perros sintométicos (Sanchez et al., 2004).

La deplecion de linfocitos T en los 6rganos
linfoides, y la sobre proliferacion de linfocitos B,
macrofagos, células plasméticas y eosinofilos en
perros infectados con L. infantum conducen a la
hepato-esplenomegalia, linfoadenopatiageneralizada
e hiperglobulinemia. Los anticuerpos especificos
contra Leishmania pueden opsonizar a parasito
facilitando la fagocitosis por los macrofagos y
permitiendo la replicacion del parasito. Ademas, la
proliferacion incontrolada de linfocitos B, |a sobre-
produccion de anticuerposy lafalta de regulacion de
linfocitos deT, resultan enlaformaci 6n de complejos
inmunes circulantes que pueden ser depositados en
las paredes de los vasos causando vasculitis,
poliartritis, uveitis, y glomerulonefritis (Strauss-Ayali,
2001). En esterespecto esimportante destacar quela
inmunidad en LV C puede variar entre distintas razas
de perros, dependiendo de su grado de susceptibilidad
yloresistenciaaadquirir laenfermedad y que ademas
mostrara caracteristicas particulares en los distintos
organos blancos que deben ser consideradas al utilizar
agentes terapéuticos inmunomoduladores o en el
desarrollo de vacunas .

Los perros sintomaticos por lo general son
sacrificados o tratados con antimoniales o anfotericina
B, sin embargo los perros asintométicos no son
diagnosticados y no son tratados constituyendo un
riesgo en la diseminacién de la enfermedad, ya que
son capacesdetransmitir lainfeccion al insecto vector
(Solano-Gallego et al., 2001). L ostratamientos no son
ampliamente efectivos, pues a pesar de desaparecer 0
disminuir los sintomas clinicos, no se alcanza la
inmunidad estéril y las recaidas ocurren en un 80% de
los casos (Moreno & Alvar, 2002) Las drogas
comunmente utilizadas son capaces de disminuir la
cargaparasitariaaniveles casi indetectables, y lograr
el reestablecimiento deloslinfocitos T CD4 aniveles
normales disminuyendo asi el riesgo detransmisional
vector. Sin embargo si el tratamiento es interrumpido
la inmunidad celular retorna a a bajos niveles
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permitiendo lareplicaciony diseminacion del parasito
y por tanto aumentando el riesgo de infectividad
(Guargaet al., 2002). Por otra parte los tratamientos
prolongados con antimoniales pentavalentes pueden
seleccionar cepas resistentes del parasito, por lo que
su utilizacién debe ser considerada. Otras drogas como
el allopurinol que inhibe la replicacion del parésito
blogueando la sintesis de ARN resulta relativamente
eficiente a no causar efectos secundarios en periodos
prolongados, cuando se usa solo 0 en combinacién
con antimoniales sin embargo puede en un bagjo
porcentaje dar lugar a recaidas (Denerolle, 1999;
Strauss-Ayali & Baneth, 2001). Cabe destacar quelos
tratamientos en caninos no deben incluir el uso de
drogas aplicadas al tratamiento dela LV en humanos,
ya que la ineficacia de estos tratamientos en caninos
podrian dar origen a desarrollo de cepasde Leishmania
resistentes a las drogas comidnmente empleadas en
humanos. La organizacién mundial de la salud
recomienda la vigilancia en este sentido y prohibe el
estudio de estas drogas en caninos. A pesar de estas
recomendaciones en el Ultimo congreso mundial de
Leishmaniasis recientemente celebrado en Palermo
Italia, se presentaron estudios clinicos en perros
utilizando Miltefosina(Miroet al., 2005; Mannaet al.,
2005) y megluminaantimonial o Glucantime (Schettini
et al., 2005, Romano et al., 2005) con resultados muy
ambiguos y poco prometedores.

Siendo el perro el principa reservorio de las
especies de Leishmania que causan la enfermedad
visceral en humanos, o hacen un modelo ideal parael
estudio y desarrollo de nuevas terapiasy vacunas con
el objeto de reducir los riesgos de infeccién en
humanos y proteger a los perros de re infecciones.
Distintos antigenosy protocol os de vacunacién frente
a Leishmania han sido utilizados en modelos
experimentales con ratones y en algunos casos en
humanos, entre €ellos; parésitos muertos por calor o
formalinizados, parasitos vivos atenuados, proteinas
antigénicas del parasito, antigenos recombinantes y
proteinas sintéticas, péptidos sintéticos, inmundgenos
expresados en virus o bacterias, e incluso ADN
desnudo del parasito (Handman, 2001). Sin embargo
en perros se han intentado pocos esquemas de
vacunacion. Adiciona mente, los primeros ensayos de
vacunaci 6n en perros utilizando preparados purificados
deL. infantum (Dunan et al., 1989), han demostrado
guelas estrategias que confieren proteccion en ratones
no necesariamente |o hacen en perros, indicando que
existen mecanismos de control inmunol6gico
diferentes.
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Una vacuna efectiva debe inducir una
inmunidad mediada por célulasfuertey duradera y su
poder protector debe evaluarse a cabo de los afios
resultando en un bajo indice de infeccién de perros
vacunados con respecto a los controles. En la
actualidad aun se encuentran en experimentacion
vacunas cuyos resultados parciales son promisorios
en €l |aboratorio mas no necesariamente en el campo a
gran escala. Vacunacion de promastigotes muertos de
L. infantum inducen unaelevada produccion de |FN-y
en sangre periféricay de ON y un incremento en la
fagocitosis y actividad |eishmanicida de macréfagos
(Panaro etal., 2001). Igualmente unarespuesta celular
efectiva y duradera en perros fue observada en un
estudio en Brasil, empleando €l ligando de fucosa-
manosa donde todos | os perros vacunados mostraron
adquisicion de inmunidad celular, y a cabo de dos
afos sol o un pequefio porcentaje (8%) mostré algunos
signos de leishmaniasis(da Silva et al., 2000).
Recientemente se ha demostrado que la combinacién
de BCG y unaproteina quiméricaformada por fusion
genéticade cinco determinantes antigénicos de cuatro
proteinas de Leishmania es capaz de conferir
proteccién en perros experimental menteinfectados con
L. infantum en un 90 % de efectividad y proteccién
clinica(Molanoetal., 2003), abriendo unaperspectiva
para el uso de esta combinacién en estudios mas
ampliosy posiblemente en protocolos de vacunacion
amedianay gran escala en areas endémicas.

Existen ademéas muchosfactores que determinan
laefectividad de unavacuna, como lo sonlaescogencia
de un adyuvante apropiado, larutade administraciony
las condiciones intrinsecas (susceptibilidad genética,
microambiente) del model o experimenta. Estosfactores
deben ser evaluados extensivamente antes de iniciar
protocol os masivos de vacunacion.

IMMUNOLOGY OF CANINE VISCERAL
LEISHMANIASIS

SUMMARY

Visceral leishmaniasisisan infectious disease,
caused in Latin America by the parasite Leishmania
infantum/chagasi, which mainly affectschildren under
four (4) years of age causing a high mortality ratein
endemic areas and posing a serious public health
problem. Domestic dogs are the main reservoir of the
disease. The present review describes the
immunological aspectsevaluated in thelast decadein
peripheral blood and target organs of the parasite,
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which helps to characterize and define the infected
dogs as symptomatic and asymptomatic. It provides
animportant viewpoint in the prognosis of thevisceral
disease, the development of new therapies, vaccines
candidates and control measures in canine viscera
leishmaniasis.

Key words: Visceral leishmaniasis, Leishmania, canine,
immunology.
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