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R E S U M E N 

En 49 pacientes leprosos mexicanos se evaluó por el método de 

inmunof luorescencia indirecta el porcentaje de subpoblaciones de 

linfocitos T circulantes. Estos fueron definidos por los anti-

cuerpos monoclonales dirigidos contra marcadores presentes en tQ 

das las células T (CD3, CD2), en células cooperadoras/inductoras 

(CD4) y en células T supresoras/citotóxicas (CDB). Los resulta

dos se compararon con un grupo testigo de individuos aparenteme~ 

te sanos con las mismas carscteristicas socioeconómicas y étni-

cas. En el grupo de pacientes lepromatosos nodulares (LLN) y en 

el de difusos(LLD) se vió un aumento de linfocitos CDB y una dismi 

nución en la relación CD4/CD8, sugiriendo aumento de la activDad 

supresora. Los pacientes LLN con reacción tipo eritema nudoso -

(ENL) sin tratamiento con talidomida, manifestaron una relación

CD4/CD8 mayor que la del grupo testigo por disminución de CD8 y 

en los LLN/ENL tratadas con talidomida se encontraron cifras nor 

males en la relación CD4/CD8 con respecto al testigo. Estos da

tos sugieren que hay un desequilibrio entre las células T coope

radoras/supresoras lo que posiblemente pr ecipita el estado reac

cional y que la talidomida actúa como un agente modulador de es

ta situación. En los casos indeterminados hay disminución en la 

relación CD4/CD8 por reducción de CD4, sin embargo el número de 

casos aun no permite llegar a conclusiones definitivas. 
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I N T R o D u e e I o N 

La lepra es una enfermedad infecciosa crónica causada por 

Mycobacterium leprae. Este es un bacilo con tropismo por les 

partes del cuerpo ca~ baja temperatura, por lo que se localiza -

preferencielmente en tejido ectodérmico como son le piel, nervios 

y mucosa nasal. La enfermedad presenta una variedad de manifes

taciones clínicas que se han clasificado a lo largo de un espec

tro que ven desde una simple lesión localizada hasta una a~plie 

infiltración difusa, ceda une de estas manifestaciones parecen -

ester determinadas por la interacción inmunológica entre el hués 

ped y el parásito (59). 

~.lepree fue descrito por Amauer Hansen en 1874 (20). Es un 

bacilo recto o ligeramente curvo, con extremos generalmente re

dondos, mide de 0.3 micras de ancho por 1.D a 8.0 micras de lar

go, es un parásito intracelular obligado, no forme esporas, es -

Gram positivo, resiste la decoloración con alcohol-ácido y en o

casiones muestre gránulos en su citoplasma. Por sus caracterís

ticas antigénicas y presencia de ácidos micÓlicos en su pared c~ 

lular taxonómicamente se ha ubicado en el orden de los Actinomi

cetales, familia Mycobacteriaceae, y género Mycobacterium(15,65). 

Biológicamente se encuentran más relacionados al grupo de mico

becterias de crecimiento rápido que a las de crecimiento lento. 

El tiempo de generación es de 10 a 20 días (44). 

La lepra está mundialmente distribuída principalmente en re-
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giones tropicales y subtropicales, aproximadamente veinte millo

nes de individuos se encuentran afectados en Asia, en India, sur 

de China, centro de Africa, en algunas islas del Pacífico, sur -

de Europa y en América desde el sur de Estados Unidos hasta Amé

rica del Sur (6, 22). 

Los datos de 1980 y 1984, en Méxi~o, indican que el estado de 

Sinaloa presenta el problema con mayor magnitud. Le siguen Coli

ma, Nayarit, Jalisco, ~uanajueto, Michoacán, Sonora y en las de

más entidades el problema de la lepra tiene menos importancia ( 13, 14). 

La trans•isi6n de la lepra se efectGa por contacto íntimo y -

prolongado del individuo susceptible con el caso infectante, es 

decir bacilífero. Se presenta en todas las edades y principalme!1_ 

te en estratos socio-econ6micos bajos. La susceptibilidad del -

huésped es de gran importancia para entender la epidemiologla,la 

historia natural y la clasificaci6n clínica de la enfermedad. 

Los productos de los genes del MHC (complejo principal de his 

tocompatibilidad) han demostrado ser marcadores genéticos intim_!! 

mente asociados o aun ligados a diversas enfermedades (41).En la 

lepra no existe asociaci6n con los loci A, By C (clase I), mien-

tras que la participaci6n de los productos clase II está totalmente 

confirmada (40). Así, un gene de suceptibilidad ligado a DR2 y/o DR3 

predispone a la forma tuberculoide mientras que en la lepra lepr~ 

matosa, aunque no se ha identificado el producto particular, se sa 

be sin lugar a duda que también existe susceptibilidad ligada al 
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MHC, pues los estudios formulados han demostrado que la concor--

dancia de segregación de los haplotipos juntos con la lepra le-

promatosa es muy significativa. Más aun, se ha propuesto que la 

expresión de la lepra lepromatosa depende, por lo menos parcial

mente, de un gene Is (supresión inmunológica) que se localiza en 

la región DQ. Por otro lado, es bien conocido que los genes Ir-

(respuesta inmunológica) y los Is están ubicados en la región D 

y los productos de estos son o están ligados a los ant[genos DR 

y DQ (69). Estos Últimos están involucrados en la no respue~ 

ta de los linfocitos T periféricos de pacientes lepromatosos a -

M. leprae (40). 

Gorodezky y col. (19) sugieren que el control genético de la 

respuesta inmune a M.leprae depende, por lo menos en parte, a un 

gen Is ligado al DQw1 y que la presencia de esta molécula sobre 

la superficie de la célula presentadora de antígeno conduce a la 

infección persistente del macrófago, por M.leprae. Sasazuky y 

col. (60) demostraron la existencia de genes Is, que mapean den

tro de la subregión HLA-DQ, los cuales controlan la no respuesta 

a través de las células T supresoras a antígenos de pared de es

treptococos, de criptomeria ( polen), de esquistosoma y de 

M.leprae. Este hallazgo apoya la existencia de genes I s involu-

erados en las manifestaciones clínicas de la enfermedad. 

Dado el gran polimorfismo genético presente en las poblacio

nes humanas, el cual se expresa de una forma característica de

pendiendo de la raza, región geográfica y hasta de cada indivi-
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duo, es muy importante que los pacientes y testigos sean homogé

neos en cuanto a su origen étnico y as! poder buscar asociación 

entre los antígenos de HLA y susceptibilidad a enfermedades. 

En México la clasificación de la lepra que se ha usada con m~ 

yor frecuencia es la propuesta por Rabello y Latapl bajo un cri

terio puramente clínico y que fue aprobada en el VI Congreso In

ternacional de la Lepra celebrada en Madrid en 1953 (42).Aquí se 

distinguen dos tipas polares que san estables; el tipo lepromat~ 

so (L) y el tipo tuberculoide (T), y se consideran dos grupas i

nestables; el grupo indeterminada (I) y el grupo interpolar o di 

morfo (D). Esta clasificación ha sido desplazada por la prapue!_ 

ta, por Ridley y Jopling, en el X Congreso Internacional de la -

Lepra celebrada en 8ergen, Noruega en 1973 (56,57,64) que se ba

sa en datos clínicas, bacteriológicos, histopatalógicoe e inmune 

lógicos, consider&ndose que la relación se manifiesta longitudi

nalmente a la largo de un espectro, en donde se establece que e~ 

tre el palo lepromataso (LL) y el palo tuberculoide (TT) hay gr~ 

pos intermedias que se han fijado convencionalmente de acuerdo a 

sus características y que son: el limítrofe lepromatoso (8L), el 

limítrofe (88) y el limítrofe tuberculoide (8T). Posteriormente 

se dividió a los LL en sus formas polares (LLp) y subplares (LLs) , 

este ~ltima entre los 8L y los LLp. En esta clasificación na se 

consideran las casas indeterminados que presentan manchas mal deli

mitadas, hipocrómicas y anestésicas y que varían en tamaAa y n~

mero. Generalmente las estudias bacteriológicos son negativos y 

los histológicos de la lesión demuestran sólo reacción de tipo -
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inflamatoria (58). Este Último grupo es de especial importancia 

pues se considera como la forma inicial de la enfermedad por lo 

que no es posible ubicarla dentro del espectro y s6lo con el 

tiempo se definirá. 

Clínicamente los pacientes TT se caracterizan pDr presentar -

pocas lesiones las que van a ser bien limitadas por la piel que 

las rodea, se localizan en piel y nervios periféricos. La carac 

terística común es la alteraci6n de la sensibilidad, anestesia -

al dolor y a la temperatura, conservándose las sensaciones tacti 

les. Las características histopatol6gicas son la presencia de un 

gran infiltrado linfocitario alrededor de grupos de células epi

telioides y gigantes, los bacilos son escasos, los nervios están 

completamente destruidos por la reacci6n inflamatoria. Hacia el 

polo lepromatoso del espectr~ la enfermedad es generalizada, pr~ 

gresiva e infectante con lesiones que se incrementan en número y 

tamano, siendo poco limitadas por la piel que las rodea. Histol~ 

gicamente hay una disminuci6n del infiltrado linfocitario, el n~ 

mero de bacilos aumenta,los fagocitos mononucleares tienen un a~ 

pecto degenerativo o espumoso (células de Virchow). Dentro de la 

forma polar lepromatosa (LL) existen dos variedades clínicas que 

son; la noduJ._ar (LLN), la cual se caracteriza por la pr.esencia -

de elementos circunscritos (n6dulos, placas infiltradas y manchas) 

que se presentan en zonas expuestas y frías y la variedad difusa 

(LLD), que es la forma más grave de la enfermedad, en donde se 

observa una infiltraci6n cutánea difusa generalizada y ausencia 

de n6dulos durante toda su evoluci6n, la piel aparece lisa 
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brillante y turgente (fase suculenta) o plegada, seca y escamosa 

(fase atrófica terminal) (61). 

En la patología de pacientes con lepra es de especial impor-

tancia la existencia de los llamados estados reaccionales que 

son episodios agudos o subagudos de repetición con síntomas gen~ 

rales, neurales, vicerales y cutáneos (24, 73). La sintomatolo

gía cutánea se ha dividido en tres síndromes que son: a) eritema 

nudoso leproso (ENL) este sólo se presenta en pacientes altamen

te bacilíferos LL, la característica clínica es la presencia de 

nódulos subcutáneos eritematosos, dolorosos y fiebre. Histológl 

cemente la lesión es similar a una reacción de Arthus, es profu~ 

da, hay vasculitis, paniculitis e infiltrado de granulocitos, -

principalmente perivasculares: b) eritema polimórfico, clínica-

mente se caracteriza por la presencia de manchas eritematosas, -

pápulas y ampollas de bordes bien limitados. Hay infiltrado de 

polimorfonucleares, la lesión se produce en vasos de la dermis -

media y c) eritema necrosante o fenóm~no de Lucio se presenta en 

pacientes con lepra lepromatosa difusa (LLD), se caracteriza por 

presentar al inicio manchas eritematosa s , ardorosas y dolorosas

de spués son lesiones necróticas y ulceradas y finalmente dejan -

una cicatriz atrófica. Histológicamente hay presencia de M.leprae 

en las células endoteliales, por la liberación de antígenos hay 

infiltrado superficial de polimorfonucl•ares y oclusión trombóti 

ca de los vasos por activación de la coagulase por C6, la lesión 

es en los vasos terminales. 
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El origen de la reacción leprosa es variable y es desconocida 

la causa íntima. Todo lo que parece alterar el estatue estable-
' 

cido por la enfermedad provoca los estados reaccionales. Sin e~ 

bargo, cabe la posibilidad que pueda deberse a reacciones alérgl 

cas a sustancias del bacilo, de adaptación o de estados autoinmu 

nes. A pesar de que el ENL puede desencadenarse por diversas 

causas se ha encontrado que hay depós i tos de inmunoglobulinas .y 

complejos inmunes como posible mecanismo inductor del estado rea~ 

c i onal (4, 62). Por otro lado, Mshana propone que el ENL es pr~ 

cipitado por un desequilibrio de linfocitos T, específicamente -

un decremento en la subpoblación de linfocitos T supresores (34). 

Sin embargo, la información disponible sobre los mecanismos etio 

patogénicos de los estados reaccionales es fragmentaria y requi~ 

re de estudios más detallados que permitan establecer hipótesis 

bien fundamentadas. 

La respuesta inmunológica mediada por células frente a dife-

rentes antígenos ha sido evaluada a través de pruebas in vitre e 

in vivo a lo largo del espectro de la enfermedad. Loe resulta -

dos demostraron que en LL e xiste una anergia específica a antíg~ 

nos de M.leprae y una respuesta d i sm in uida a otros antígenos a -

diferencia de pacientes TT en donde la respuesta está dentro de 

los límites normales (25, 36 , 37 , 39 ) . 

La respuesta a M.leprae y a otros antígenos sugieren que las 

manifestaciones clínicas de la enfermedad ven a estar determina-

das, principalmente , por l a capacidad de cada individuo a montar 
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una r e sp uesta inmune mediada por células. Esta conclusión, ade-

más es apoyada po r los estudios histopatolÓgicos realizados en -

ganglios linfáticos de leprosos. En casos tuberculoides las po

blaciones celulares en las áreas paracorticales (timo-dependien-

tes) es similar a las encontradas en testigos, en contraste, en 

los casos LL hay un importante predominio de macrófagos parasit~ 

d~ s ( 5~). 

Hay subpoblaciones de linfocitos T y B (54), dentro de lapo-

blación total de l i nfocitos T se ha demostrado la presencia de -

una heterogeneidad funcional (10, 11, 12). De especial interés 

es el hecho de que se ha encontrado una correlación entre los -

antígenos de diferenciación de superficie celular timo-dependie~ 

tes y su función, lo c~al ha permitido distinguir subpoblaciones 

de linfocitos T con diferentes funciones. Así Strelkausca y col. 

(66) demostraron la existencia de dos subpoblaciones de linfoci

tos T, los JRA+ con función supresora y los JRA con función coa 

peradora. Evans y col. (16) identificaron y caracterizaron fun-

+ cionalmente dos subpoblaciones de linfocitos T, los TH 2 con ac-

tividad citotóxica y los TH 2 que amplifican la actividad citotó 

xica de los TH
2

+. Por otro lado, Reinh er z y col. (53) unifican

do los sistemas anteriores identificaron subpoblaciones de linf~ 

citos T con diferentes f unciones, así tenemos, a los linfocitos 

TH
2

+JRA- que presentan actividad efectora citotóxica y supresora 

Y los TH2- que se dividen en TH 2-JRA+ que presentan un papel crl 

tico en la ind ucción de la síntesis de inmunoglobulinas y los -

TH
2

-JRA que especlficamente participan en los mecanismos de co~ 

peración para la síntesis de inmunoglobulinas. 
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De esta manera se demuestra que el programa genético de los -

linfocitos T humanos es complejo e incluyen funciones inmuno re

guladoras, la capacidad de reconocer antígenos específicos y de 

realizar una función efectora determinada. 

El desarrollo de la tecnología para la obtención de anticuer

pos monoclonales (AcMo) con una especificidad definida, ha sido 

de gran importanc~a pues a partir de los halla z gos de Kohler y -

Milstein (27), se ha permitido identificar y caracterizar subpo

blaciones de linfocitos T involucrados en las funciones inmuno -

reguladoras y efectoras de la respuesta inmune. 

Debida a la existencia de una múltiple nomenclatura para asi~ 

nar a un solo antígeno de diferenciación de leucocitos humanos -

el subcomité de nomenclatura adoptó, durante el V Congreso Inter 

nacional de Inmunología celebrado en Kioto, Japón en 1984, la no 

menclatura propuesta en el Primer Taller de Antígenos de Diferen 

ciación, celebrado en París en 1982. La nomenclatura consiste -

en asignar a las células que son identificadas y caracterizadas 

por los diversos AcMo con las siglas CD ("Cluster of Differenti~ 

tion") y un número que defina al antígeno de diferenciación. Por 

ejemplo los anticuerpos 9.6, T11 y 35.1 identifican a todas las 

células T formadoras de rosetas-E, en el nuevo sistema de nomen

clatura se designan las células como CD2 (8, 9). Por esta razón 

se usará este sistema de nomenclatura para evitar ambigüedades -

en la comunicación. 
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Reinherz y Kung (47,52) obtuvieron AcMo que reconocen el 10 % 

de timocitos y específicamente el 100 % de linfocitos T maduros 

en sangre periférica, siendo los siguientes: el anti-CD1, el anti 

CD3 y el anti-CD2¡ este Último especifico para el receptor E pa

ra gl6bulos rojos de carnero, como es sugerido por ~l hecho de -

que el anti-CD2 inhibe la formaci6n de rosetas-E (23, 26). Los 

anticuerpos monoclonales anti-CD4 y anti-CD8 son de primordial -

interés ya que han permitido diferenciar laa subpoblaciones de -

linfocitos T que en estudios in vitro sugieren estar involucra-

dos en las funciones reguladoras y efectoras de la respuesta in

mune. El anti-CD4 identifica el 75 % de timocitos y aproximada

mente del 55 al 60 % de linfocitos T maduras en sangre periféri

ca. Esta subpablaci6n contiene las células cooperadoras , capaces 

de inducir la diferenciaci6n de linfocitos B a células plasmáti

cas secretoras de anticuerpos (48) y la generaci6n de linfocitos 

T citot6xicos (46), responden s antígenos solubles y secretan -

factores cooperadores (linfocinas) para la proliferaci6n de lin

focitos B, T y células nulas (50). Estas evidencias indican que 

la subpablaci6n de linfocitos CD4 tienen las funciones cooperad~ 

ras e induct-0ras. El anticuerpo anti-C D8 reconoce el 80 % de ti 

moc itos y el 30 % de linfocitos T maduros en sangre periférica -

humana. Proliferan bien con concanavalina A (Con A), con aloan

tígenos y contiene las células efectoras citot6xicas. Estos re

s u 1 ta dos su g i e·r en que es 1 a p o b 1 a c i 6 n de 1 i n fo c i tos T con fu n c i o 

nes citat6xicas y supresoras ( 49, 51). 
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En los estudios sobre lepra, por la gran variedad de manifes

taciones clínicas, histopatológicas e inmunológicas, se han uti

lizado estos anticuerpos con el objeto de demostrar si e xiste un 

desequilibrio en la relación entre las células CD4 y CD8, princl 

palmente en el caso de las formas lépromatosas y así, ~ratar de 

entender los mecanismos inmunopatogénicos involucrados en el pa

decimiento. 

En estudios en sangre periférici de pacientes con LL existe -

discrepancia en los resultados, que puede deberse a las diferen

tes técnicas usadas en la evaluación del porcentaje de células -

fluorescentes, micrcacopía o citometría de flujo, así como facto 

res étnicos, geográficos y socio-económicos, tipo y tiempo de 

tratamiento etc. Van Voorhis y col. (70) y Bullok y col. (7) 

reportaron que no hay diferencias en la relación CD4/CDB de pa

cientes LL, Rea y col. (43) no encontraron alteraciones en las -

~ubpoblaciones de linfocitos T en individuos LL con y sin ENL 

Bach y col. (2,3)sólo encuentran alterac i ones en pacientes LL 

con ENL donde hay aumento de la relación CD4/CD8 debido a la dis 

minución de células CD8. Por otro lado, Mshana y col. (33) ha

llan que en pacientes LL se presenta una disminución en la rela 

ción CD4/CD8 por disminución de células CD4 y aumento de CDB. 

Wallach y col. (71,72) encontraron una correlación entre el Índi 

ce bacteriológico (IB) y la relación CD4/CD8, en pacientes LL no 

reaccionales, es decir a mayor IB men or es la relación CD4/CD8 -

por aumento de CD8. En pacientes LL con ENL, bacteriológicamen

te positivos o negativos, pre sen t aron una disminución de cél ulas 
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CD8 y un aumento en la relación CD4/CD8, estos hallazgos son ap~ 

yacios por la observación de Garraud y col. (17) que reportaron -

que en pacientes LL sometidos a poliquimioterapia presentan una 

disminución de la carga bacilar y una normalización progresiva, 

a travis del tratamiento, de los porcentajes de cilulas T. 

Debid~ a la discrepancia de resultados y a la posible influe~ 

cia del gru~o itnico, así como de otros factores donde se haya ~ 

realizado la observación, se decidió evaluar las proporciones de 

linfocitos T así como de sus subpoblaciones en pacientes mesti

zos mexicanos con lepra y compararlos con un grupo testigo de -

las mismas características geniticas. 
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M A T E R I A L V M E T O D O S 

1. Poblaci6n. Se estudiaron 49 pacientes con lepra; 24 con 

lepra lepromatosa nodular (LLN), 10 de estos fueron tra t ados con 

DOS (diaminodifenilsulfona) y 14 con politerapia (DOS, rifampicl 

na y clofacimina); 6 con LLN en reecci6n tipo eritema nudoso -

(ENL) 2 recibieron DOS o clofacimina y 4 politerapia, el estado 

reacciona! fue controlado con talidomida en todos los pacientes; 

3 con LLN/ENL, de éstos 1 recibi6 DOS y el resto politerapia, 

sin tratamiento con talidomida; 11 con lepra lepromatosa difusa 

(LLD) , 6 de éstos tratados con DOS y el resto con politerapia; y 

5 caeos indeterminados (!) 4 r~cibieron DOS y el resto DOS más -

rifampicina. 

El lugar de origen tanto de pacientes como de testigos se en

cuentra distribuido en la mayoría de loe estados de la República 

Mexicana. 

Las características generales de la poblaci6n estudiada como 

edad, sexo y tiempo de tratamiento se presentan en la tabla 1. 

El número ~e casos estudiados estuvo sujeto a su • disponibili

dad, la selecci6n de la poblaci6n fue realizada por el personal 

del Centro Dermatol6gico "Dr. Ladislao de la Pascua" en donde se 

les practic6 una historia clínica completa. El diagn6stico y 

clasificaci6n fue de acuerdo a los criterios clínicos, histopat~ 

16gicos, bacteriológicos e inmunológicos. 
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T A 8 L A 

Características generales de los pacientes y testigos 

Pe~ie!"!te~ Edad a!'los Sexo Número de pacientes en tratados 

Testigos 25 - 50 10 M 

(20) 10 F 

LLN 14 - 72 21 M 24 (9 meses a 

(24) 3 F 41 ai'los) 

LLN/ENL 

tratados con 40 - 86 5 M 6 ( 1 ai'lo a 

talidomida F 39 ai'los) 

(6) 

LLN/ENL 

sin trat.amiento 47 - 82 2 M 3 ( 1 ei'lo e 

con talidomida F 38 ai'los) 

(3) 

LLD 16 - 53 5 M 11 ( 1 año a 

( 11) 6 F 42 ai'los) 

T % - 36 2 M 5 (6 l'T1e ses a 

( 5) 3 F 8 ai'los) 
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2. Sangre. Se tomaron 10 ml de sangre periférica con antico~ 

-1 gulante (heparina 1 000 U ml ) y se mantuvo a te~peratura ambien 

te hasta su llegada al laboratorio, no más de 24 horas. 

3. Ficoll-hypague, densidad 1.077 g cm- 3 (Sigma Chemical Ca.) 

4. Anticuerpoa monoclonales, Ortho-mune OKT11 (CD2), OKT3 

(CD3), OKT4 (CD4), y OKT8 (CD8). (Ortho Diagnostic System !ne.). 

5. Suero de cabra, anti-IgG de ratón,marcado con isotiociana 

to de fluoresce1na (Sigma Chemical Ca.). 

6. Naranja de acridina (Sigma Chemical Ca.). 

7. Bromuro de etidio (Sigma Chemical Ca.). 

8. Glóbulos rojos de carnero en solución de Alsever. 

9. Solución salina amortiguadora de fosfatos pH 7.2. 

NaCl 

1. 15 g 

0.2 g 

0.2 g 

8.0 g 

Agua destilada, aforar a 1 000 ml. 

10. Microscopio óptico ( ~eiss). 

11. Microscopio con iluminación de luz ultravioleta (Inmune--

pan, American Optical). 



17 

METODOS (Diagrama 1) 

!e2eraci6n de linfocitos totales por gradiente de r1otaci6n -

en ricall-hvpegue (5). 

1. La ••ngre con enticoagulante se diluye v/~ y se eetr•tifica -

•abre 5 ml de ficall-hypaque, se centrifuga e 400 g durante -

40 minutas el cebo de loe cueles se •apara le capa de li.nfoc,!. 

toe y se leva 3 veces can PBS. 

2. Se suspenden lea c6lulee en 1 ml de PBS y •• c.uentan en una -

c6mara cuenta gl6buloa, ea ajustan a 1 x 107 c6lulae · ml- 1• 

Prueba c;le viabilidad p•~• lint'oc·naa· tDtalea C7S). 

1. Sabre un portaobjetCle ae depositan 25 ul .de le euapene16n de 

llnfaci toa ( 1 x 10.? c'1ulaa · 1111- 1), H ••~clan can 10 ul de br,2_ _, 
mura de 1tidia ~ une concentraci6n de 0.01 mg.ml , deepu6e -

d• 30 eegundoa ee egr911an 10 ul de una aoluc.i6n d• n•ranje de 
-1 . 

•cridine e una concentraci6n de D.DD5 mg.ml , •• -;;.,zcle y le 

pr•p•r•ci6n •• ••lla can parafina. 

2. Le e~eluac16n ee hace ·con un microscopio de luz ultravioleta 

con objetivo d~ 40~, •• cuentan 200 linfocitos, l•• c6lules -

muertas o def'l.ecras san de color rojo y la.e célula• vivas son -

de colar verde. El resultado ea reporta ca•o porcentaje. 



25 ul 

10 ul Bromuro 

+ 

10 ul Naranja de eicridinei 

Microscopio 
luz UV 

~orcenteje d~ vivas 
~ n 200 c~lulas 

DI.AGRAMA 1 

Muestre de sangre periférica 
con anticoegulante 

Estratificarlan ficoll hypaque 
·y centrifugar )0 min. a 400 g 

Lavar 

A . 7 é -1 justar a 1 x 10 c lulas ml 

100 ul 

Incubar en fr!o con Ac 
primario (CDJ, CD2, CD4, CDS) 

Leivsr 

Incubar en fr!o con Ac 
secundario mercado con 
fluoreace!ne 

1 Lavar 

Porcentaje de positivas 
•n 2DD cj.lulas 

100 ul 

Incubar 15 min. a )7QC 
con GRC el 1 % 

Centrifugar 10 min. 
B 200 g 

Incubar toda le noche 
en fria 

Porlentaj• de r~ 
en 200 céluieia 

... 
en 
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Identificación de linfocitos T y sus subpoblaciones con anti-

cuerpos monoclonales por inmunofluorescencia indirecta. 

1. Se agregan a 100 ul de la suspensión de linfocitos (1 x 10 6 

' -1 celulas ml ) 10 ul de anticuerpo monoclonal o PBS en el caso 

del testigo, se mezclan suavemente, se incuban en frío durante 

30 minutos v se lavan 3 veces con PBS. 

2. Se agrega a la suspensión de linfocitos 100 ul del suero anti-

IgG de ratón, marcado con isotiocianato ' de fluoresceína, diluí 

do 1:20 en PBS, se incuba en frío durante 30 minutos y se lava 

3 veces con PBS. 

3. Se resuspenden las células en 100 ul de glicerol al 30 %. en 

P8S-NaN 3 al 1 %, se hacen las preparaciones con dos o tres ~a

tas de la suspensión y se sellan con parafina. 

4. Para la evaluación se usa microscopio con iluminación de luz -

ultravioleta con objetivo de 60X, las células se consideran p~ 

sitivas cuando se observa una tinción granular. El resultado 

se reporta como porcentaje. 

Formación de rosetas-E ( 54, 55). 

1. La suspensión de linfocitos se ajusta a 1 x 10
4 

células ml-
1

• 

2. Se lavan glóbulos rojos de carnero con PBS, del paquete se pr~ 

para una suspensión al 1 % en PBS. 
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3. En un tubo de ensayo siliconizado o de plástico se adicionan 

250 ul de la suspensión de linfocitos y 250 ul de la suspen--

sión de glóbulos rojos de carnero al 1 %, se incuba a 37g C -

durante 15 minutos con agitación cada 5 minutos al cabo de 

los cuales se centrifuga a 200 g durante 5 minutos y se i ncu-

ba en fr-ío (4Q C) toda la noche. 

4. Al día siguiente se añade al tubo una gota de azul de tripano 

(0.3 %), las células son resuependidas suavemente, las prepa-

raciones se montan con una o dos gotas y se lee en microeco--

pio óptico con objetivo de 40X. 

5. Se cuentan 200 linfocitos y se clasifican como rosetas a aqu~ 

llas que tengan tres o más glóbulos rojos de carnero adheri--

dos a su membrana, las células que se tiñen de azul no deben 

considerarse, el resultado se expresa como porcentaje de roe~ 

tas-E. 

Análisis estadístico (74). 

Se determinó la media y desviación estándar de cada grupo. Se 

2 2 aplicó la prueb a de F para aceptar o rechazar Ho: s 1 = s 2 c on 

una P < O.OS. Como estudio preliminar antes de aplicar la prue-

ba de t de st ud e nt, para pequeñas muestras. Siendo las hipót e--

sis: Ho:µ¡-,µ 1 = O contra Ha:_µ, -,M1 # O hay o no diferencia en 

tre las medias de l os valores porcentuales. 
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El intervl!llo de confianza ea del 95 %, el. eeta.dis.t.i.c..O de ¡;iru!_.. 

be ea: 
x1 ><2 

t • 
(N 1-1) (S 2) + (N 2-1) (S 2) 

1 2 

N1 + N2 
( 1/N 1 + 1/N 2 ) 

La regla de decisi6n ea; Reg16n de rechazo de 

Ha: si t ~ t -</2 o t 4 - t o<./2 

Regi6n de aceptaci6n de 

Ha: si - t o</2<.t< t o</2 

por lo tanto el la hip6teeie alternativa ea He:,MJ -,Mz. .¡, O 

entonces la regi6n de rechazo, definida como t ~ t <X/2 o 

t ~ - t «/2 • ea de dos colas. 

Los valores de P < 0.05 se consideran significativos. 
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Los resultados obtenidos en sangre periférica se resumen de -

la siguiente manera; en la table 2 se muestre el valor pareen---

tual y su deeviaci6n est~ndar de la viabilidad celular, de célu-

las formadoras de rosetas E y de células con el marcador CD2 y -

en la tabla 3 el valor porcentual y eu deeviaci6n est~ndar de 

las células con loe marcadores CD3, CD4, CD8 y la relaci6n entre 

células CD4 y CD8 (CD4/CD8). 

T A B L A 2 

Grupo Viabilidad Rosetas-E CD2 

Testigo 92.92 67.36 70.50 
t 2.07 t 10. 07 t 6.43 

(12) (11) ( 10) 

LLN 89.14 62.81 67.19 
± 4.10 ± 9.78 ± 7.90 

(22) ( 21) ( 21) 

LLN/ENL 86.83 60.20 63.00 
tratados con t 3.49 t 9.58 t 11. 43 
talidomida (6) (5) (6) 

LLN/ENL 92.00 
sin tratamiento :1: 2.83 
con talidomida (2) 

LLD 86.67 63.80 73.82 
:1: 7.63 :1: 11. 99 2: 9.42 

(6) (5) ( 11) 

I 90.50 63.25 62.25 
:i: 6. 61 ± 6 ·-'º ± 3.30 

(4) (4) (4) 
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T A B L A 3 

Porcentaje de células positivas dentro de las células 

mononucleares, media ± os. (No. casos estudiados) 

Grupo CD3+ C04+ coa+ C04+/C08+ 

Testigos +62.69 +50. 15 +23.90 2.15 
- 7.43 - 6.63 - 4.40 :o.3a 

(19) (20) (20) (20) 

LL¡_ N +59.67 46.21 30.75 1.60 
- 9.16 : 8.10 : 7.46 :o.47 

( 12) (24) (24) (24) 

LLN/ENL 53.25 40.67 +20.50 +2.00 
tratados con : 7.23 : 7.03 - 4.04 -0.22 
talidomida (4) (6) (6) (6) 

LLN/ENL 56.67 +46.67 + 15.67 +3.13 
sin tratamiento : 9.45 - 5.86 - 4.93 -0.75 
con talidomida (3) (3) (3) (3) 

LLD +48.55 +31.82 + 1.58 
- 6.99 - 7.41 -0.35 

( 11) (11) (11) 

I 49.25 29.60 26.60 +1.17 : 6.50 :10.29 : 9.40 -0.44 
( 4) ( 5) (5) ( 5) 
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El análisis de viabilidad celular de los grupos problema mas-

tr6 un porcentaje cercano al del grupo testigo. Sin embargo la 

prueba de F indic6 que s6lo en los grupos de pacientes con 

LLN/ENL con y sin tratamiento con talidomida se puede aplicar t 

de student la que advierte una disminuci6n significativa en el -

primer grupo (figura 1). 
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El valor porcentual de las células formadoras de rosetas-E y 

el de las células con el marcador CD2 no presentaron diferencias 

significativas con respecto al testigo (figura 2 y 3). La rela-

c i ón ent r e células formadoras de rosetas-E versus linfocitos T -

CD2 intragrupo mostró ser estadls~i camente no signif i cativo (fi-

gura 4). 
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El anticuerpo anti-CD3 marcó cerca del 63 % de células mononu 

cleares en sangre periférica de individuos aparentemente sanos , 

grupo testigo. En el grupo de pacientes con LLN/ENL tratados 

con talidomida es! como en el de I registró una disminución sig-

nificativa al confrontarse con el testigo (figura 5). Al campa-

rar con el qrupo de LLN no se encontraron diferencies significa-

tivas (figura 6). 
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En el grupo testigo cerca del 50 % de células mononucleares -

fueron CD4, al hacer el análisis estadístico equiparando contra 

éste se registró que en el grupo con LLN/ENL bajo tratamiento 

con talidomida y en el de I hay una disminución significativa 

(figura 7). Al ' relacionar con el grupo de LLN sólo se encontró 

diferencia significativa en el grupo de I en donde se manifestó 

una disminución de T cooperadores/inductores (figura 8). 
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F I G U R A 8 

p<0.01 

T + .L 

l 

LLN/ENL con 
talidomida 

LL N/E NL s in 
tal i dom i da 

LLD 

i 
T 

_l 

Comparación de l val or porcentual de c élulas CD4 
entre l os grup os pr obl ema ( ba r r a s ) y el grupo de 

pac i ente s LLN ( -'- ) . Med i a ± OS. _ 

-+-
l 

I 



31 

En los grupos de pacientes con LLN y LLD se encontró un aumen 

to significativo en relación con el testigo, de células CD8 y en 

el grupo de LLN/ENL sin tratamiento con talidomida una disminu--

ción significativa. La prueba de F indicó que en el grupo de I 

no se pueden aplicar t de student (figura 9). Con respecto al -

grupo de pacientes lepromatosos nodulares no reaccionales se en-

contraron diferencias significativas en los linfocitos CD8 de 

los grupos LLN/ENL con y sin tratamiento anti-reacción leprosa -

en los cuales el valor está disminuido (figura 10). 
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Los resultados obtenidos en cuanto a la relación de las subp~ 

blaciones de linfocitos T (CD4/CD8) con respecto al grupo testi-

go, se encontró una disminución significativa en los grupos de -

pacientes con LLN, LLD e I mientras que en el grupo de pacientes 

LLN/ENL sin talidomida hubo un aumento en este relación (figure 

11). Al confrontar con el grupo de LLN sólo se registró .un aumen 

to significativo en la relación de los pacientes con LLN/ENL sin 

tratamiento con talidomida (figure 12). 
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Cuando el grupo de pacientes con LLN/ENL con tratamiento anti 

reacción leprosa se comparó con el grupo de LLN/ENL sin tratamie~ 

to anti-reacción leprosa, no se encontraron diferencias signifi-

estivas en los valores de CD3, CD4 y CD8. Sin embargo en la re

lación CD4/CD8 se registró un valor menor por disminución de cé-

lulas CD4 y aumento de células CD8 aunque estadísticamente no 

significativo (figura 13). 
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D I 5 C U S I O N 

La deficiente respuesta inmunológica celular CRIC) específica 

para M.leprae conduce a una baja en la resistencia a la lepra 

(18). Esta deficiencia no ha sido explicada claramente, pero 

hay evidencias que apoyan la existencia de mecanismos supresores. 

En este sentido, Mhera y col. (29) demostraron la capacidad de -

antígenos de M.leprae (lepromina . de Dharmendra) para inducir s~ 

presión de la respuesta a Con A en pacientes lepromatosos y limi 

trofe lepromatosos, pero no en pacientes tuberculoides, contac-

tos lepromino-positivos o en donadores normales. Además, pusie

ron en evidencia que las células no adherentes (linfocitos) pri~ 

cipalmente están involucradas en la supresión, así como. una pe-

quena parte de las células adherentes, presumiblemente macr6fa-

gos. En un trabajo posterior, los mismos (30) demostraron que -

las células no adherentes inductoras de supresión están compren~ 

didas dentro del 20 al 30 % de células T identificadas por los -

anticuerpos DKT5, DKT8 y por un suero de caballo anti-células T 

denominado TH 2 • La existencia de macrófagos supresores ha sido 

-propuesta por Nath y col. (38) entre otros investigadores, sugi

riendo que la supresión presente en la lepra lepromatosa puede -

ser debida a la incapacidad de los macrófagos para manejar y pr~ 

sentar el antígeno o por una activa supresión inmune mediada por 

factores liberados por el macrófago, sin embargo los macrófagos 

con apropiada activación so n capaces de diger i r a M.leprae (18 ) . 
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Los resultados de viabilidad linfocitaria en muestras de pa--

cientes sólo manifestaron una disminución estadísticamente signl 

ficativa en los casos lepromatosos nodulares con ENL bajo régi-

men de talidomida, la determinación de la viabilidad de los lin

focitos circulantes presentes en una muestra, no distinguen los 

que corresponden a las diferentes poblaciones de ellos, T, By -

nulos, por lo cual una disminución en la viabilidad de una de ta 

les poblaciones no necesariamente se puede reflejar en los resul 

tados obtenidos, debido a que es diferente la proporción de cada 

uno de ellos en la circulación. No obstante, los más abundantes 

son los linfocitos T y una disminución de su viabilidad podría -

reflejarse en los resultados obtenidos. Estos resultados pueden 

interpretarse como una manifestación de la alteración de alguna 

subpoblación de los linfocitos T ~n la lepra. La comprobación -

de esta hipótesis requiere de la separación de las células T y -

sus subpoblaciones y determinar su viabilidad lo que podría ayu

dar a entender los ·procesos inmunológicos involucrados en la le

pra. Sin embargo, la prueba sólo se realizó con el propósito de 

determinar si la mayoría de las células estaban vivas en el mo

mento de evaluar los marcadores de superficie ya que la muerte, 

por definición, tiende a alterar las estructuras internas como -

de superficie celular. Las viabilidades celulares fueron supe-

rieres al 80 %, un porcentaje cercano al del grupo testigo. Sin 

embargo, se tendría que aumentar el valor de n de cada grupo en 

estudio para que los parámetros de tendencia central y disper--

sión tiendan a una distribución normal y así poder usar el esta-
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dístico de prueba apropiado para poder dar una concluei6n. 

Los diferentes sucesos que conducen a una respuesta específi

ca exige la realizaci6n sucesiva .de varias etapas poniendo en 

juego diversos tipos celulares en el que las subpoblacionee de -

linfocitos T tienen un papel importante en la activaci6n y modu

laci6n de la RIC. 

Loe anticuerpos anti-CD2 y anti-CD3 son mit6genos para los 

linfocitos T lo cual implica, de una manera indirecta, que son -

las moléculas involucradas en el proceso normal de activaci6n, -

aumento de la expresi6n del receptor de interleucina 2 (IL-2) y 

también la respuesta a IL-2 (67). 

En cuanto a nuestros resultados, el porcentaje de células foL 

madores de rosetas-E como el de células CD2, de los grupos en e~ 

tudio, no son diferentes al grupo testigo. Este marcador es una 

glicoproteína de 50 kd que es expresada a través de la ontogenia 

temprana de los linfocitos T y parece que juega un papel fisiol~ 

gico importante como vía alterna de activaci6n (45,63), en este 

sentido Muthukkaruppan (35) propone que producto (s) de M.leprae 

o material procesado por el macrÓfago derivado del bacilo, son 

capaces de interaccionar con el receptor-E (C02) y de esta mane

ra suprimir la re s puesta proliferativa de las células T a a n tig~ 

nos y mit6genos resultando una inmunosupresi6n generalizada o e~ 

pecífica dep~ndiendo de la carga bacteriana. Nuestros resultados 

no sugieren un bloqueo de este receptor,pues no hay diferencias 
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significativas con respecto al testigo posiblemente porque sólo 

se registró el valor porcentual y no el número absoluto de linf~ 

citos T y también puede ser atribuido al efecto de la quimioter~ 

pia. El an,lisis intragrupo no mostró diferencias entre las cé 

lulas formadoras de rosetas-E y las células CD2 lo que indica 

que no hay alteraciones en el marcador por efecto de productos -

solubles, al menos esto sugiere el hecho de comparar estos dos -

métodos para identificar este marcador. 

El marcador CD3 forma parte de la unidad de reconocimiento a~ 

tigeno/productos del complejo principal de histocompatibilidad -

(complejo T3-Ti) en los linfocitos T maduros, est' comprendido -

por un heterodimero (Ti) con una cadena o/... y una ¡3 asociada no 

convalentemente con tres moléculas monomórficas pero distintas -

que conforman al receptor CD3 (1) sin embargo, hay evidencias de 

la existencia de una cuarta molécula componente del CD3 (76). 

Al evaluar el marcador CD3 encontramos una disminución signi

ficativa, con respecto al grupo testigo, en ios pacientes LLN 

con ENL tratados con talidomida como es reportado por Bullock y 

col. (7) y Rea y col. (43) y en desacue r do con Bach y col.(2, 3) 

y Mshana y col. (33). Una disminución de este marcador también 

fue patente en el grupo de casos indeterminados. Considerando -

los reportes previos,nos damos cuenta de la gran heterogeneidad 

étnica de los grupos estudiados y también de la falta de datos -

con respecto al control del estado reacciona!, de esta manera no 

se puede aseverar si el efecto e s po r causa del tratamiento o 
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par otras diferencias. En las casas indeterminadas la d i sminu--

ci6n posiblemente se debe a un fuerte desequilibrio en su esta-

tus inmunológica cama producto de la progresión de la infección 

leprosa. En el grupa de lepromatasas nodulares na reaccianales 

cama en las reaccianales, sin régimen de tal i domida, na hay cam

bias cama reparta Bach y cal. (2, 3) y Mshana y cal. (33). Esta 

sugiere que la talidomida induce modulación de linfocitos T en -

pacientes LLN/ENL posiblemente inhibiendo la activaci6n celular 

inducida par el estada reaccianal. Cuando se compararan las gr~ 

pos en estudia can respecta a LLN na se encontraron diferencias 

en CD3 la que posiblemente indica que la infección mantiene un -

desequilibrio per se en las relaciones celulares involucradas en 

la forma polar lepramatasa de la enfermedad. 

Las moléculas CD4 y CDB san importantes en el reconocimiento 

y aumenta en la interacci6n célula-célula a través de la uni6n -

es pecífica a ligandas na palimórficas (para CD4 y CDB san malécu 

las del MHC de clase II y I, respectivamente) de superficie cel~ 

lar. Este mec a ni smo de aumenta en la interacci6n celular puede 

ser sólo necesaria cuando el receptar de la célula T tiene baja 

afinidad por su ligando ( MH C polimórfica/ant1geno) en la activa

ción (67), por lo que una evaluación de CD4 y CDB ayudará a en-

ten der parte de un proceso d i n ámi c o en l a interacción i nm un o l ógl 

ca huésped-parásita . Nuestras datos mostraron una d1sm i nuci6n -

en la r e lación CD 4/CD8 por au mento de CD 8 , co mo es re port ado pa

ra LL por Wallach y co l . (7 1,72) y Mshana y col . ( 33) y que están 
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en desacuerdo can los hallazgos de Van Vhooris y col. (70), Bach 

y col. ( 3), Rea y col. ( 44) y Bullock y col. ( 7). Así, nuestros 

resultados sugieren una mayor actividad de células T supresoras 

posiblemente específicas para antígenos de M.leprae como es re--

portado por Mhera y col. (28). Esos autores demostraron que las 

células CDB supresoras de lepromatosos tienen una especificidad 

por el trisacarido terminal del glicolípido fen6lico (antígeno -

específico de M.leprae) lo que posiblemente conduce a la falta -

de producci6n de IL-2 (21). Sin embargo, existe la posibilidad 

de que participen otros factores ya que se debe tener en cuenta 

que no todas las células CD8 identificadas van a ser específicas 

para antígenos de M.leprae, por lo que la interpretaci6n de es

tos y otros resultados deben tomarse con cautela para dar una ex 

plicaci6n de la patogénesis de la lepra. 

En pacientes lepromatosos nodulares reaccionales sin trata--

miento con tslidomida,se registr6 una disminuci6n de CDB y aume~ 

to en la relaci6n CD4/CD8 con respecto al testigo y LLN, como es 

reportado por Bach y col. (2,3 ) , Mshana y col. (33), Wallach y -

col. (71,72) y Garraud y col. (17) y en desacuerdo con los resul 

tados de Rea y col. ( 42) y Modlin y col. ( 31). En pacientes LLN/ 

ENL tratados con talidomida se e ncontr6 una disminuci6n de CD4 -

al confrontar con el testigo y disminución de CD8 con respecto a 

LLN, encontrándose la relación CD4/CD8 semejante al grupo testi-

go. Estos hallazgos sugieren que en el estado reaccional tipo _ 

II (ENL) hay un dese qu i librio entre cooperación y supresión, es-
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pecíficamente una baja en la actividad supresora (disminución de 

CDB), lo que se refleja en la relación CD4/CD8. La relación CD4/ 

CDB de los pacientes tratados con talidomida tiende hacia los va 

lores normales y clínicamente hay mejoría, esto hace suponer que 

la talidomida actúa como agente modulador de la RIC bloqueando a 

loa linfocitos T activados. La disminución de CD3 y CD4 posibl~ 

mente amortigua la baja de actividad supresora, ya que hay disml 

nución de CDB con respecto a lepromatosos nod~lares no reacciona 

les. 

Los pacientes LLN con ENL bajo régimen de talidomida present~ 

ron una disminución en la relación CD4/CD8 con respecto a los le 

promatosos nodulares reaccionales no tratados, por efecto de la 

disminución de CD4 y aumento de CDB, aunque estadísticamente no 

significativo. Quizá por efecto del fármaco hay una tendencia -

hacia los valores encontrados en el grupo de LLN. 

Esto sugiere que las células más involucradas en la reacción 

tipo II son CDB y que la talidomida induce regulación en la ex-

presión de las moléculas CD3 y CD4 para contrarrestar la pérdida 

de actividad supresora, in ducida por CDB, y la inducción de célu 

las cooperadoras/inductor as posiblemente modera el efecto de la 

respuesta inmunológica contra el individuo. Sin embargo Moneada 

y col. (32) reportan un aumento de CD4 por efecto de la talidomi 

da. Esta discrepancia de resultados pos i blemente se debe a que 

se registraron evento s diferentes en la evolución del estado re

acciona! y al núme ro de cas os estudiados. 
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De especial interés es el hecho de comprender las relaciones 

celulares involucradas en los casos indeterminados pues estos -

presentan los primeros estadios de la enfermedad y da la posibi

lidad de comprender mejor los procesos inmunol6gicos relaciona

dos en la lepra. En este grupo a pesar del n6mero limitado de -

casos estudiados debido a su dificil diagn6stico y disponibili-

dad, se encontr6 que hay una reducci6n en la relaci6n CD4/CD8 

con respecto al testigo. Esta disminuci6n de CD4 fue significa

tiva tanto para el grupo testigo como para los LLN, lo que indi

ca un fuerte desequilibrio en las proporciones celulares 6ptimas 

para montar una respuesta inmunol6gica adecuada, lo cual conduce 

al establecimiento de una infecci6n por M.l•prae, su progresi6n, 

la auaericia de una respuesta inmunol6gica limitante y la apari-

ci6n de signos clinicos. 



e o N e L u 5 I o N E 5 

1. En el polo lepromatoso de la enfermedad (LLN y LLD) hay 

un desequilibrio de las re~aciones celulares involucradas en la 

RIC, específicamente un aumento de linfocitos T supresores (CDB) 

lo que probablemente participa importantemente en la falta de 

respuesta específica para antígenos de M.lgprae. 

2. El estado reaccional tipo II parece que es precipitado

por una alteración de loa mecanismos cooperadorea/aupreaores y -

que la talidomida actúa como un agente modulador de esta situa-

ci6n. 

3. Los casos indeterminados presentan u~ fuerte desequili

brio en las poblaciones celulares comprometidas. Esto posible-

mente sea un indicio de au futura tendencia hacia la forma polar 

lepromatoaa. 
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