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RESUMEN

Datos previos sugieren que un componente especifico del
suero inmune tuberculoso inhibe la respuesta celular de
pacientes tuberculosos. La caracterizacion de la poblacidn
celular que estd interactuando con el anticuerpo, asi como
la clase de inmunoglobulina que participa en este efecto
inhibitorio, es el objeto de la presente investigacidn.

El efecto del suero inmune de pacientes tuberculosos
anérgicos, adsorbido o no con BCG, fue estudiado tanto en
células adherentes como no adherentes de pacientes
reactivos. Se cuantifico la reactividad de los cocultivos de
estas células por la prueba de transformacién linfocitica
(TL) al antigeno PPD. Se utilizé suero de individuos sanos
como testigo. Por otro lado, se trataron células adherentes
y no adherentes de ©pacientes anérgicos con altas
concentraciones de PPD. Se realizaron cocultivos de estas
células y sus respuestas también fueron determinadas por 1la
TL al PPD. Se procesaron células de pacientes TBP PPD+ como
testigo.

Se encontrdé inhibicién de la TL inducida por el antigeno,
sélo en los cocultivos que contenian células no adherentes
de pacientes reactivos tratadas con suero anérgico; y la
adsorcidén del suero con BCG abolié el efecto inhibidor.
Ademas, sdélo 1los cocultivos gque contenian células no
adherentes de pacientes anérgicos tratadas con altas
concentraciones de PPD, recuperaron la capacidad de
proliferacién linfocitica cuando fueron estimulados con la
dosis optima del mismo antigeno. Estos hallazgos sugieren
que la poblacién celular no adherente, tanto de pacientes
reactivos como de anérgicos, es el posible blanco del
factor inhibidor del suero inmune. Los resultados destacan
el comportamiento especifico del factor inhibidor, puesto
gque éste es adsorbido con BCG, y apoyan como presuntos
responsables a los anticuerpos. ' Por ensayos de
inmunofluorescencia se mostrd la presencia de IgG e IgM
sobre la superficie de células no adherentes de pacientes
anérgicos y de pacientes reactivos tratadas con suero
anérgico o IgG especifica. Fimalmente, el tratamiento con
altas concentraciones de antigeno sobre células no
adherentes de pacientes anérglcos, elimina la
inmunofluorescencia de su superficie.



ANTECEDENTES

La tuberculosis en sus diversas formas clinicas -es una
enfermedad infecciosa que figura, en la historia de los
padecimientos humanos, como una de las mds frecuentes y de
alta mortalidad (1,2). En la actualidad, a pesar de la
existencia de la quimioterapia y de la induccién de 1las
defensas propias del hospedero por medio de la vacunacién,
sique siendo causa de gran preocupacion para las
autoridades de salud, sobre todo en sectores de la
poblacidn de bajos recursos econdmicos (3).

La resistencia a la infeccidn es fundamental en el curso de
la enfermedad y parece gue estda relacionada con la
capacidad del organismo para desarrollar una defensa local,
cuya consecuencia es la disminucidén o eliminacidén del bacilo
en los tejidos, sin que para esto sea relevante la
participacién de los anticuerpos especificos, como ocurre
en el caso de padecimientos infecciosos extracelulares. La
coexistencia de otras enfermedades predispone a la
infeccion tuberculosa (4), asi como ciertas. actividades
ocupacionales que facilitan el deterioro del parénquima
pulmonar, debido al depdsito de polvo metdlico o de
particulas de carbdn o de piedra (5,6).

Algunos factores bioldgicos como genotipo, edad,y sexo entre
otras, participan en ocasiones de manera determinante
en la incidencia de la tuberculosis (7,8). La predisposicidn
a ésta se hace mas evidente en familias con habitos

higiénicos inadecuados y promiscuos, en cambio, la
enfermedad presenta una menor incidencia entre quienes
practican costumbres higiénicas apropiadas, buena
alimentacidén, ejercicio, etc. Asi, la posibilidad de

adquirir tuberculosis activa, se reduce enormemente cuando
se logra evitar la exposicién a dosis altas del bacilo
tuberculoso y se mantiene un nivel adecuado de bienestar
fisico.

El agente etiolodgico de la tuberculosis humana es el
actinomiceto Mycobacterium tuberculosis, también conocido
como bacilo de Koch o bacilo tuberculoso, el cual es un
parasito intracelular facultativo y tiene como célula
hospedera al macréfago del individuo infectado. El primer
contacto entre el hospedero y el parasito se lleva a cabo en
los alveolos pulmonares. Se considera que los macréfagos

proveen el principal arsenal de ataque contra estas
bacterias, y de cierto modo se plantea que la virulencia de
este bacilo esta relacionada con su capacidad de

multiplicacién vy sobrevivencia dentro del fagocito (9).



La respuesta inmune a la tuberculosis puede ser determinada
por un tipo de hipersensibilidad cutanea (hipersensibilidad
tardia), prueba que se realiza por la aplicacion subcutanea
del antigeno microbiano. Inicialmente, se utilizaba bacilos
viejos muertos o el filtrado de cultivo del microorganismo
(tuberculina), hoy en dia se aplica un derivado proteico
purificado obtenido del cultivo del bacilo y conocido con
las siglas de PPD (purified protein derivative). En un
principio se sabia que esta respuesta no podia ser
transferida por suero inmune a receptores normales. Fue
hasta 1945 que Chase (10) encontrd, que la capacidad de
respuesta cutanea era transferible por células linfoides
obtenidas de donadores con  hipersensibilidad a la
tuberculina; este hecho mostré, por lo consiguiente, que la
inmunidad a la tuberculosis puede ser transferida a
receptores normales por medio de células. En la actualidad
se conoce dque esta respuesta estd wmediada por una
poblacién de linfocitos T inmunocompetentes,
especificamente sensibilizados, que controlan la respuesta
de los macréfagos por la secrecidén de linfocinas. Estos
linfocitos pueden ser identificados en subpoblaciones, que
reciben diferentes cognotaciones, debido a que en su
superficie presentan antigenos que 1los diferencian en
poblaciones celulares funcionalmente distintas (11).

La naturaleza celular de la respuesta inmune antituberculosa
fue confirmada por Suter (12) y Mackaness (13), quienes han
demostrado que los linfocitos resultantes de una interaccidn
especifica con el microorganismo infectante, son capaces de
inducir la activacidén de los macroéfagos, los cuales ejercen
una accidn mas eficiente en la eliminacién del pardsito.

Estos autores, sugieren ademas, que la inmunidad mediada por
células esta involucrada con 1la capacidad de conferir
resistencia a parasitos intracelulares.

Como la defensa inmune en la tuberculosis se debe
fundamentalmente a linfocitos T, 1la participacién de 1la
respuesta inmune humoral se ha relegado a un segundo
término.

La variacién de 1los niveles de respuesta celular, se
manifiesta a través de una reactividad celular alta, normal,
baja o ausente, y es critica en la caracterizacién del
cuadro tuberculoso. La capacidad de respuesta inmunoldgica
en la tuberculosis, refleja con frecuencia el estado clinico
del paciente en un momento determinado. Los individuos con
tuberculosis que presentan, baja reactividad celular y
altos titulos de anticuerpos, tienen mal prondstico, y



aquellos con normal o alta reactividad celular y bajos o no
detectables titulos de anticuerpos presentan buen prondstico
(9,14).

con base en el espectro clinico e inmunolégico, en algunas
enfermedades infecciosas, se han elaborado clasificaciones
que enmarcan los posibles estadios de estas enfermedades
(15,16) . Lenzini y Rottoli (16) en el caso de la
tuberculosis, lograron establecer una importante relacidén
entre el estado clinico del paciente y la respuesta inmune
celular y humoral, clasificando a los pacientes tuberculosocs
en cuatro grupos: reactivo, reactivo intermedio, no reactivo
intermedio y no reactivo. Estos autores plantean que en 1la
tuberculosis humana existen dos formas polares: tuberculosis
reactiva y tuberculosis no reactiva. Las formas reactivas
manifiestan una evidente capacidad de respuesta mediada por
células, con poca o nula produccion de anticuerpos; las
formas no reactivas se caracterizan por presentar una pobre
o ausente respuesta inmune celular y una elevada produccién
de anticuerpos.

La ausencia de 1la respuesta celular, tanto en 1la
tuberculosis, asi como en la lepra, se ha referido como
anergia (14-17). Varios investigadores han descrito la
falta de respuesta al antigeno PPD en pruebas cutdneas y en
pruebas de transformacién linfocitica (14,16-19), sin
embargo, la respuesta de transformacién inducida . por
mitdgenos es contradictoria (19,20).

La anergia fue definida por primera vez por von Pirquet
como el mecanismo contrario a la alergia. El término anergia
ha causado gran controversia y durante mucho tiempo se
consideré como una falta de respuesta en la funcidén inmune.
En busca de la explicacién para este fendmeno, durante la
década de los 70’s surge una conceptualizacién diferente,
con base en un sistema de control de inmunorregulacién con
retroalimentacién negativa o de un efecto supresor sobre 1la
respuesta inmune., Este concepto permite la posibilidad de
entender a la anergia no simplemente como la ausencia de
respuesta, sino como el estado de la estimulacién de una
respuesta inmune en el que funciona activamente un modelo
supresor.

El fendémeno de anergia ha sido enmarcado en la tuberculosis
y en otras enfermedades intracelulares, puesto que no
corresponde a lo que se conoce etimolégicamente como estado
anérgico (ausencia total de respuesta), y en la tuberculosis
se explica como la incapacidad de los linfocitos T para
responder al antigeno especifico (9,14).



Varios mecanismos son sugeridos para explicar este fendmeno
{(14,21~24): a) la reaccién inflamatoria puede abatirse
debido a un defecto en la produccién de las 1linfocinas
(21,22); b) los niveles elevados de inmunoglobulinas vy
anticuerpos especificos pueden bloquear a la inmunidad
mediada por células (14,16); c¢) los linfocitos circulantes
reactivos al PPD pueden ser atrapados en ndédulos linfaticos
de algunos pacientes tuberculosos anérgicos (23); d) algunos
pacientes tuberculosos anérgicos presentan en su
circulacidén, una poblacién de monocitos que puede suprimir
la actividad in vitro de linfocitos reactivos al PPD (24).
Cuando menos, uno de estos mecanismos puede estar
involucrado en la regulacién de la anergia al PPD en
pacientes con tuberculosis pulmonar. En vista de 1la
recuperacién del estado anérgico, esto es, la capacidad de
volver a manifestar la reaccién de hipersensibilidad tardia,
en sujetos gque responden al tratamiento, es posible que el
mecanismo de anergia sea mds bien el resultado de 1la
enfermedad que la causa de la misma. :

PAPEL DE LA RESPUESTA INMUNE EN LA PATOGENESIS DE LA
TUBERCULOSIS

En la tuberculosis, asi como en otros tipos de infecciones
intracelulares, la patogenia y la inmunidad no se pueden
considerar como temas separados dada la complejidad de la
defensa del hospedero y la controvertida naturaleza
del mecanismo de agresién del agente infeccioso. En
condiciones de inmunocompetencia, el sistema inmune es capaz
de resolver una infeccidén por Mycobacterium, mediante 1la
eliminacién del agente .etiolégico por sus efectores
celulares. Sin embargo, en los casos en que la infeccidn
provoca dafio tisular severo y sostenido, el sistema inmune
parece no ser eficiente en la eliminacion del
microorganismo, pero si en la produccién de lesiones
compatibles con las observadas en la hiperactivacién de 1la
respuesta inmune celular (hipersensibilidad tardia). :

Ante un sistema inmune sin alteraciones detectables y en
presencia de una tuberculosis severa, es posible pensar en
mecanismos que le permitan al Mycobacterium evadir a los
efectores inmunoldgicos, como son, baja antigenicidad del
microorganismo, vresistencia a la 1lisis extracelular,
actividad antifagocitica, etc. Alternativamente es
importante considerar la existencia de mecanismos que
modifiquen los procesos de regulacidén de la respuesta
inmune.
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Algunas aportaciones experimentales apoyan el hecho de que
fallas en 1la eliminacién  del microorganismo producen
alteraciones en la regulacion de la respuesta inmune, dando
como consecuencia, una incapacidad para resolver la
infeccién. Estudios llevados a cabo in vitro, sugieren que
Mycobacterium tuberculosis puede evadir 1la actividad
bactericida de los macréfagos, evitando la fusién de los
lisosomas con los fagosomas que contienen a los bacilos
(25-27). Este fendmeno se debe, posiblemente, a los grupos
polianidénicos (sulfatidos), presentes en la pared celular
del bacilo (28). También se ha demostrado que Mycobacterium
tuberculosis escapa del fagosoma por rompimiento de 1la
membrana fagosdmica (29). Por otro lado, no se ha logrado
identificar hasta el momento ninguna toxina que ejerza in
vitro, en los fagocitos, un efecto tdéxico primario, aunque
se menciona a los lipidos y grasas de alto peso molecular
como factores de impedimento en la digestién
intramacrofagica del bacilo (30).

El estado de hipersensibilidad tardia de 1la respuesta
celular, desarrollado en el paciente tuberculoso, contribuye
en forma importante a la lesidén tisular y a la necrosis
caseosa. La activacidn de macréfagos por los linfocitos T
sensibilizados, desencadena una respuesta, que al no estar
bajo un sistema de control favorable produce lesién; asi
los macroéfagos estimulados, al intensificar su actividad
para limitar el desarrollo micobacteriano, podrian dahar
gravemente tejidos normales. El dafo histico entre otras
cosas, refleja la descarga de enzimas hidroliticas, producto
de 1los macrofagos danados, al igual que 1los efectos
inflamatorios de los linfocitos T (9,17). Por lo tanto, la
existencia de mecanismos reguladores es fundamental para la
expresién adecuada de la respuesta inmune celular,
permitiendo que ésta participe eficazmente en defensa del
hospedero contra el proceso tuberculoso, sin que se alcancen
niveles exagerados de sensibilidad celular, la que
contribuye a la patologia de esta infeccién. Entre los
componentes que participan en la regulacién de la respuesta
inmune se encuentran células T que actuan en el circuito de
supresién, células accesorias de la supresién y también los
productos finales de la respuesta inmune humoral, esto es,
los anticuerpos, los cuales pueden autorregularse por un
mecanismo de retroalimentacidén y ademds interferir con o
sobre la respuesta inmune mediada por células. La actividad
de 1los anticuerpos sobre la respuesta celular ha sido
estudiada a través de la regulacion idiotipica en modelos no
infecciosos (31,32). En la actualidad, existe gran interés
en el estudio del efecto de los anticuerpos en la respuesta
celular, generada por procesos de etiologia bacteriana o
fuingica y se ha planteado que en las infecciones causadas
por organismos intracelulares, los anticuerpos no estan



comprometidos directamente con la proteccién del;hospedero,
sino "que posiblemente desempefian una accién :reguladora
(19,20,33,34). ' : '

Heilman y McFarland (35) demostraron que componentes séricos
provenientes de pacientes  tuberculosos, inhiben la
transformacién linfocitica (TL) de células de individuos
sanos PPD+ estimuladas con el antigeno especifico. Proponen
que estos componentes séricos son los anticuerpos, sin
embargo, no aclaran el papel de éstos, ya que el efecto
inhibidor se obtuvo con la presencia permanente del suero
tuberculoso en el cultivo celular. Este hecho permite
plantear que 1la inhibicién se puede deber a factores
inespecificos presentes en el suero, o bien, que el
anticuerpo neutraliza al antigeno antes de que éste lleque a
los receptores celulares, paso indispensable para llevar a
cabo la trasformacién linfocitica.

En el modelo murino, Colizzi y cols. (33) observaron que
las células linfoides de ratones inmunizados con BCG, no
transfieren la respuesta de hipersensibilidad tardia al PPD
a ratones normales, cuando antes de la transferencia, las
células linfoides son tratadas con auto-anticuerpos con
actividad anti-receptor para el antigeno.

La presencia de factores inhibidores de 1la estimulacidn
linfocitica en suero de pacientes con otros padecimientos ha
sido descrito por varios autores (36-38). Recientemente
Kerr y cols. (20) y Hussein y cols. (39), describieron que
el suero de pacientes con lepra lepromatosa es capaz de
inhibir la proliferacién de linfocitos de sangre periférica
de sujetos normales, cuando éstos son. estimulados por el
mitégeno fitohemaglutinina de Phaseolus yulgaris (PHA),
siendo este efecto eliminado al tratar el suero con proteina
A de Staphylococcus aureus, lo gque sugiere que el factor
inhibidor es una IgG. Ademas, el factor inhibidos pudo ser
absorbido por 1linfocitos T activados, actuando al parecer
por inhibicién de un evento temprano, que precede a la
liberacidn de interleucina-2 (IL-2).

En el modelo de coccidioidomicosis, Cox y Pope (40)
mostraron que es una IgG sérica y no los complejos inmunes,
el factor responsable de la inhibicidn de la transformaciodn
linfocitica inducida por el antigeno especifico.

Por ultimo, Mejia-Lépez y cols. (19), lograron reproducir in
vitro la anergia celular caracteristica de la tuberculosis
pulmonar no reactiva, mediante la incubacién de células de
pacientes tuberculosos PPD+ con suero inmune de tuberculoso



anérgico. Ademds, la recuperacién de la reactividad
antigeno-especifica de células de pacientes anérgicos, se
obtuve por incubacién con altas concentraciones de PPD,
sequida de lavados sucesivos y estimulacién final con dosis
éptimas del mismo antigeno. Tanto el efecto de inhibicioén
con suero como el de recuperacién de la reactividad de
células anérgicas al antigeno, parecen ser especificos
puesto que no se obtienen con suero normal ni se afectan por
la respuesta a la PHA.

Aunque no se descarta la posibilidad de que sean complejos
inmunes los responsables del efecto inhibidor del suero, al
considerar 1los antecedentes: citados, existen datos que
apoyan el papel de los anticuerpos como posibles moléculas

reguladoras en la tuberculosis y que estdan vinculados
con los siguientes hechos: 1) relacion de altos titulos de
anticuerpos y niveles bajos de respuesta celular o viceversa
(14,16); 2) inhibicién de la intradermorreaccién al PPD por
auto-anticuerpos anti-idiotipo (33); 3) inhibicidén de 1la
transformacidn linfocitica por anticuerpos anti-
Mycobacterium (19,35); 4) utilizacién de altas dosis de
antigeno para eliminar el componente inhibidor responsable
del bloqueo de células de pacientes tuberculosos anérgicos
(19); y 5) reinhibicién con suero inmune de las células
anérgicas "desbloqueadas" (19).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el presente estudio, se propone obtener mayor informacién
sobre el mecanismo por el cual el factor inhibidor del suero
inmune ejerce su efecto en la respuesta celular del proceso
tuberculoso. Para ésto se tratara de identificar, la
poblacion de células linfoides que esta interactuando con
este factor, asi como su naturaleza quimica y sus
caracteristicas de reactividad inmunoldgica.

HIPOTESIS

El suero inmune de pacientes tuberculosos, bajo ciertas
circunstancias, es capaz de inhibir la manifestacidn de la
respuesta celular de estos pacientes. El efecto se debe a la
accién de una inmunoglobulina sobre una poblacién celular
del paciente tuberculoso.



OBJETIVOS.. .

celular en la tubercuIOSLS

Identlflcar la clase de inmunbélqbu

responsable de este efecto.
Caracterizar la(s) poblacxon(es) celular(es)

comprometida(s) en el fendmeno de: 1nh1b1c1on medlado
por anticuerpos. 1

RUTA CRITICA

Separar sueros de individuos sanos 'y ~de - pacientes
tuberculosos anérgicos, estos ultimos, -con altos titulos-
de anticuerpos especificos.

Tratar los sueros por diferentes procedimientos para
poder identificar el factor inhibidor, por adsorcidén de
los sueros: a) con BCG; b) con proteina A-Sepharosa.

Obtener 1linfocitos de individuos sanos (testigo), de
tuberculosos reactivos y de tuberculosos anérgicos.

Integrar los datos clinicos con los de laboratorio.

Enriquecer poblaciones adherentes y no adherentes de los
individuos estudiados y proceder a diferentes
tratamientos con suero, antes de la estimulacién con
antigeno y mitdgeno, de los cocultivos de las poblaciones
tratadas individualmente; esto se hara para identificar

. en cual de ellas se manifiesta el efecto de inhibicidn

por suero inmune.

Promover el "desbloqueo" de las células no reactivas por
tratamiento con altas concentraciones de PPD vy
cocultivarlas.

Evidenciar la presencia de anticuerpos sobre la
superficie de células sometidas a diferentes
tratamientos, mediante el método de inmunofluorescencia,
utilizando anti~ .gammaglobulinas humanas marcadas con
isotiocianato de fluoresceina.



MATERTALES Y METODOS

INDIVIDUOS: Se estudiaron 24 = pacientes: tuberculosos

reactivos y 14 pacientes tuberculosos: no  reactivos o
anérgicos, provenientes . del - -Instituto ' Nacional ' de
Enfermedades Respiratorias — (INER):,"'8S; :México, - D.F. --La
secuencia de los procedimientos: diagnésticos siguio el
camino ordinario: historia cllnlca, ~-examen fisico,

radioldégico y de laboratorlo,,lncluyendo ba01loscop1a. Cada
paciente fue clasificado como reactivo *(TBP PPD+) o anérgico
(TBP PPD-), con base en la presenCLa o ausencia de respuesta
intradérmica al PPD. Adultos sanos’'de;ambos sexos fungieron
comoe testigos. Se obtuvo consentimiento de todos los
individuos involucrados en este estudlo, asi como del Comité
Etico y Cientifico del INER.

ANTIGENOS: Para la intradermorreaccién.se empled el derivado
proteice purificade (PPD), donado’ por el Instituto Nacional
de Higiene, S$.S. México, D.F."y la histoplasmina gentilmente
proporcionada por la Dra C._ Torlello, del Laboratorioc de
Micologia Bédsica, del " Departamento de  Ecologia Humana,
Facultad de Medicina, U.N.A.M. México, D.F. Se aplicaron 2
Unidades de Tuberculina  (UT) .y/o 4 UT de PPD/0.1 ml con
intervalos de 10 dias. La histoplasmina fue utilizada a una
concentracién de 17 pg de proteina/0.1 ml. Para otros
ensayos, el PPD fue ajustado a 1 000 pg de proteina/ml,
determinada por el método de Lowry Yy cols. (41). A partir
de esta concentracion, se obtuvieron las dosis de antigeno
empleadas en los ensayos in vitro.

MITOGENO: Se utilizd fitohemaglutinina de Phaseolus vulgaris

(PHA) (Microlab de México, D.F.). La -cuantificacién de
proteinas se realizé por el método de Lowry y cols. (41),
ajustédndose a 500 pg/ml de RPMI-1640 (GIBCO Laboratorios,
Grand Island, N.Y.).

INTRADERMORREACCIONES: Todos  “los’:individuos: ‘estudiados
fueron sometidos a la prueba 1ntradermlca tanto ‘con el
antigeno especifico (PPD),  como con? un.. antigeno no
relacionado (histoplasmina). El ‘resultado .de 'la prueba se
leyé a las 24, 48 y 72 h después de su aplicacidn y se
considerd reaccidén positiva cuando la zona de induracién
eritematosa fue mayor de 8-10 mm.

DETERMINACION DE INMUNOGLOBULINAS ESPECIFICAS: Se siguid la

técnica de ELISA indirecta, segun Voller vy ' cols. (42).
Resumiendo, se utilizaron placas de. 96 pozos (Nunc, Denmark,
W.-Germ), de fondo plano, conteniendo ' por pozo, 100 pg de
PPD/100 pl de amortiguador de recubrimiento. - (carbonato-



bicarbonato” pH. 9. 6)’ Se apll pozo, ‘1001l -de cada
dilucién- ‘(a-: partir -id :’suero-- problema. en
amortiguador salino ‘dei ©.20,pH - 7.4. Para
revelar se utilizaron 100 7pl* del njugado pollvalente anti-
Ig humana acoplada a fosfatasa alcallna :(sigma Chemical Co.,
st. Louis, Mo.) a una’ ¥ dilucién ' 1:1000 en el mismo
amortigquador, aﬁadiéndose 'posteriormente 100 pl de la
solucidn de sustrato p—nitrofenllfosfato (Sigma) preparado a
una concentracion de 10 mg/10 ml - de amortiguador
dietanolamina a un pH 9.8. Se incubd . a temperatura ambiente
en la obscuridad durante 20 min. Se detuvo la reaccién
adicionando 50 pul de NaOH 3M, ‘a cada pozo, Yy las placas se
leyeron a 405 nm en un lector de micro-ELISA (Dynatech
Laboratories Inc. modelo MR-300 Alejandria, - VA.),
expresando los resultados en densidad dptica - (D.0.). Se
tomaron como positivas las lecturas superiores:a los valores
promedio de los sueros procedentes de sujetos sanos PPD- .

ADSORCION DEL SUERO ANERGICO CON BCG: A uné‘suspensién,'de
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2.5 mg de BCG (Instituto Nacional de Higiene), “en* 1l ml-de-

amortiguador salino de fosfatos 0.1 M pH 8.0, se le adiciond
igual volumen de suero inmune diluido 1:2 -en el mismo
amortiguador. Se incubé a 37°C por 1 h. en agitacién
constante y porteriormente se centrifugé a 2,500 g por 30
min. El sobrenadante fue dializado contra solucidén salina
balanceada y antes de su empleo en pruebas de inhibicién de
la transformacidn linfocitica, se determinaron proteinas por
el método de Lowry y cols. (41), asi como el titulo de
anticuerpos anti-PPD por la técnica de ELISA indirecta (42).

ADSORCION DEL SUERC CON PROTEINA A-SEPHAROSA: A una columna
de proteina A-Sepharosa CL-4B (Sigma), equilibrada con
amortiguador de fosfatos 0.1M pH 8.0, se aplicaron 2.5 ml
del suero de pacientes anérgicos, adicionado de 2 ml del
mismo amortiguador e incubando 30 min a 4°C. Después de
pasar el suero por la columna 2 veces, se colectd el
material no retenido y se almacenéd a -20°C. Se lavd la
columna con amortiguador de fosfatos 0.1M pH 8.0, hasta
obtener una densidad o6ptica de cero. El material retenido
por la columna fue eluido con amortiguador de glicina-HCl
0.1M pH 2.6. Se ajustd el pH del material a 7.0 con Tris-
base 0.2 M pH 9.0. Se almaceno a -20°C, previa concentracioén
por Amicén utilizando una membrana PM 10 (Amicon
Colexington, Mass.). Antes de su utilizacion se determind el
titulo de la IgG con actividad anti-PPD tanto al material
no retenido, como al, eluido con tris-HCl, para lo cual se
utilizé la técnica de ELISA indirecta (42) usando como
conjugado anti~IgG humana acoplada a fosfatasa alcalina. las
IgGs purificadas fueron caracterizadas por electroforesis en
gel de poliacrilamida- dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS)
(43) e inmunoelectroforesis (IEF) .(43). En 1la IEF se
utilizaron placas de agarosa al 1 % en amortiguador de
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barbitalpH 8.4. La electroforesis de las muestras ‘de IgGs se

realizdé en una camara a 1.9 V durante 90 min.*“En-seguida;
se procedié a la difusidén, a 4°C por 24 h, de una anti-IgG
humana como revelador. Después de varios lavados, las placas
fueron tenidas con azul de Coomassie (1:10 en acido acético
al 7 %), y finalmente destefiidas con &cido acético al 7 % .
La técnica de PAGE-SDS se realizd en gel de poliacrilamida
al 7.5 % pH 8.8. Las muestras se corrieron inicialmente a
100 V y después a 30 V durante 24 h, y los geles fueron
tefiidos con azul de Coomassie. Se utilizé como referencia
una IgG humana purificada, gentilmente proporcionada por el
Departamento de Biologia Experimental de la Facultad de
Medicina, U.N.A.M. Se utilizaron marcadores de pesos
moleculares bajos (Sigma).

OBTENCION DE CELULAS: Se realizd a partir de 15 a 20 ml de

sangre periférica tanto de pacientes como de testigos,
cosechada estérilmente en tubos Vacutainer heparinizados
(Becton Dickinson, México, D.F.). Se mezcld la sangre con el
anticoaqulante y se transfirié a un tubo de centrifuga de 50
ml estéril con tapdén (Nunc), que contenia el mismo volumen
de gradiente de Ficoll-Hypaque (Histopague-1077, Sigma) y se
centrifugdé por 45 min a 400 pg. Se separd el paquete de
células blancas, a las cuales, después de lavar 3 veces con
RPMI 1640, se les determind la viabilidad usando la técnica
de exclusiodn con a%ul de tripano. Finalmente, las células se
ajustaron a 1 x 10° células/ ml, manteniéndolas en RPMI 1640
con 20 mM de amortiguador HEPES (acido N-2-
hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfénico), suplementado con
10% de suero fetal bovino (Laboratorios In Vitro, S.A.
México, D.F.), 2 mM de L-glutamina y piruvato (Microlab) y
50 pg/ml de gentamicina (Scheramex, México, D.F.), siendo
éste el medio suplementado. Las células obtenidas fueron

separadas en subpoblaciones y sometidas a diferentes’

tratamientos.

SEPARACION DE POBLACIONES ADHERENTES Y NO ADHERENTES: Se
procedié a 1la separacién de las células en poblacioneg
adherentes y no adherentes, mediante la incubacidén de 40x10

células/10 ml de RPMI suplementado, en botellas de cultivo
{Nunc), durante 24 h. Se separd el sobrenadante enriquecido
de células no adherentes y las que permanecieron adheridas
se lavaron y se despegaron de las botellas con tripsina
(Merck Schuchardt, W.-Germ), en una concentracién de 0.25%
P/V en amortiguador salino de fosfatos pH 8.0, incubando 3~5
min a 37°C. Por ultimo, tanto la poblacidén adherente como la
no adherente fueron lavadas varias veces por separado con
RPMI 1640 y se resuspendid, cada una en 5 ml de RPMI
suplementado. Se determind la viabilidad por la técnica de
exclusidén con azul de tripano. Se utilizd también la prueba
de esterasa inespecifica (44) (Sigma), para cuantificar el
numero de células esterasa positivas por cada 100 células y



se determiné el total “de mohocitos en'

poblacién de células adherentes de ‘tod
estudiados presentd un promedio ‘de83% d
positivas, mientras que en las no adh‘
promedio fue de 1.3%.

TRATAMIENTOS ADICIONALES DE LAS POBLACIONES < CELULARES: 1.
Con suero inmune de pacientes anérgicos: - (19). Este
tratamiento se realizé en ambas poblaciones celulares de
pacientes TBP PPD+ (reactivos). Las condiciones %
incubacién fueron: 400 ug de proteinas del suero/1x10

células/ml de RPMI 1640 suplementado, durante 12 h a 37°C,

5% de CO; en atmdésfera humeda. El1 efecto del suero inmune
sobre cada poblacién fue estudiado por 1la prueba de
transformacidén linfocitica (TL) (45) de cocultivos de
diferentes poblaciones tratadas con el suero. Se utilizé el
mismo tratamiento para los testigos de suero normal de
sujetos sanos PPD- ; 2. Con suero inmune adsorbido con BCG.
Ambas poblaciones celulares de pacientes TBP PPD+, fueron
incubadas, por separado, con 480 ug de proteina de suero
inmune adsorbido con BCG/1x10° células/ml de RPMI 1640
suplementado, durante 12 h a 37°C, 5% de COp en atmdsfera
humeda. El efecto del suero adsorbido, fue estudiado por la
prueba de TL de los cocultiveos de las diferentes poblaciones
tratadas con el suero adsorbido. La incubacidén de células
totales de los mismos pacientes con suero inmune anérgico
(no adsorbido), funcioné como uno de los testigos de la
prueba. 3. Con altas concentraciones de antigeno (19). Las
células adherentes o no adherentes de cada paciente TBP PPD-
(anérgico), fueron incubadas c on altas concentraciones de
PPD (400 pug de proteinas/1x10° células/ml de RPMI 1640
suplementado), durante 6 h a 37°C, 5% de CO, en atmésfera
humeda. Después de la incubacion y de varios lavados, se

procedié al ensayo de TL de los cocultivos de las
diferentes poblaciones tratadas con altas concentraciones
de antigeno. Como testigos se procesaron poblaciones

celulares de pacientes TBP PPD+.

TRANSFORMACION LINFOCITICA (TL): La capacidad de respuesta
de las poblaciones enriquecidas de células adherentes y no
adherentes, sometidas a los diferentes tratamientos
adicionales, fue determinada por la prueba de transformaciodn
linfocitica (45), de cocultivos de ambas poblaciones en
relacién 1:1. En resumen, las células adherentes tratadas
con los diferentes sueros o con altas dosis de antigeno,
fueron cocultivadas con células no adherentes sin los
respectivos tratamientos y viceversa. Como testigo, se
procesaron simultaneamente ceélulas totales de cada individuo
sin tratamiento adicional. Una vez establecidos 1los
cocultivos y 1los cultivos de 1las células totales, se
procedié a la estimulacién con 50 ug de PPD/1x10°
células/ml de RPMI 1640 o con 100 pupg de PHA/1x10
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-células/ml de RPMI 1640, siendo. las dosis estimulantes de
"PPD y PHA previamente establecidas. .La-adicién de antigeno a
las células totales y‘a los cocultivos, se hizo en el
momento en que se mezclaron las poblaciones, siendo que las
célula ya tenian un tiempo de incubacidn de 24 h desde su
obtencidén., La adicién del mitdgeno a 1los testigos de
estimulacion inespecifica de células totales, se realizé a
las 72 h antes de cosechar el cultivo. En determinadas
circunstancias la incubacidén se prosigui¢ hasta 126 6 132 h,
dependiendo del cultivo, adicionando 1jCi de timidina 3H
(actividad especifica, 6.7 Ci/mmol, Dupont-New Englang
Nuclear Research Products, Boston, Mass.) a 1 x 10

células, 18 h antes de cosecharlas.

Los pasos subsecuentes siguieron el procedimiento
establecido para la prueba de transformacidén 1linfocitica
(45). En todos los experimentos se determiné la respuesta
basal de las células, para obtener el indice de estimulacidn
(I.E.), el cual se expresdé como el cociente entre el valor
de 1las lecturas de los cultivos estimulados y el de las
lecturas de cultivos sin estimular. Cada experimento se hizo
por duplicado.

DETERMINACION DE ANTICUERPOS SOBRE LA SUPERFICIE CELULAR POR
LA TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA: Se procesaron para
inmunofluorescencia (46) las células totales, las
poblaciones enriquecidas de células adherentes y de no
adherentes, de todos los grupos de individuos estudiados;
las diferentes poblaciones fueron previamente incubadas
con suero anérgico, con IgGs purificadas por proteina A-
Sepharosa, o bien tratadas con altas concentraciones dg
antigeno. Se tomaron muestras de 20 pl conteniendo 2 X 10

células y se colocaron en laminillas excavadas. Se dejaron
secar a temperatura ambiente y se fijaron con acetona al
100% durante 3 min. A cada muestra se agregd, por separado,
20 pl del conjugado anti-IgG o anti-IgM humana acoplada a
isotiocianato de fluoresceina (Sigma), diluido 1:30 P/V en
amortiguador salino de fosfatos-azul de Evans. Se incubaron
las muestras en camara humeda a 37°C durante 45 min. Se
lavaron 2 veces con amortiguador salino de fosfatos pH 7.2,
durante 5 min, en agitacién constante. Se secaron las
laminillas a temperatura ambiente y se montaron con una
solucién de amortiguador de fosfatos-glicerina a pH 7.8. En
todos los experimentos se procesaron testigos de células sin
tratamiento, para determinar la inmunofluorescencia
inespecifica. ©Las 1laminillas fueron observadas en un
microscépio de epifluorescencia (Carl Zeiss, W.-Germ.). Los
resultados se expresaron por el indice de fluorescencia, el
cual representa el promedic de cuatro campos Opticos de
lectura. Se obtuvieron fotografias de las células
fluorescentes, empleando peliculas Ektachrome 400 Asa
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(Eastman Kodak Co. Rochester,N.Y.), a un tiempo de
exposicién de 4 a 6 min con filtro azul.

ANALISIS ESTADISTICO: Se -calcularon las medias y las
desviaciones estandar de los indices de estimulacidén de cada
grupo de células sometidas a los diferentes tratamientos. Se
consideraron las diferencias significativas, cuando el valor
de p s 0.01 para un nivel de significancia de « = 0.05,
determinado por la prueba de U de Mann-Whitney (47).

RESULTADOS

Los datos clinicos y generales de los individuos estudiados
se encuentran el la tabla 1. Todos los pacientes estaban
bajo. el tratamiento antituberculoso convencional, con
hidracida del A&cido isonicotinico (HAIN), etambutol vy
rifampicina.

La respuesta celular de 1los individuos estudiados fue
determinada in vivo por la intradermorreaccioén al PPD. Los
pacientes TBP PPD+ desarrollaron reaccién cutdnea positiva,
con zonas de induracién eritematosa entre 10 y 30 mm,
mientras que los pacientes TBP PPD- se caracterizaron por la
ausencia de respuesta cutdnea en repetidos desafios.
Paralelamente se empleé un antigeno no relacionado, 1la
histoplasmina, unicamente como testigo de reactividad
cruzada, presentando lecturas negativas en todos los casos.
Estos datos se complementaron con los hallazgos de
laboratorio y con la respuesta al tratamiento antifimico,
siendo que los pacientes TBP PPD+ resultaron en su mayoria
con una baciloscopia pobre y evolucion favorable al
tratamiento, mientras que en los pacientes TBP PPD- 1la
baciloscopia fue abundante, no hubo mejoria clinica, ni
respuesta a los antifimicos y una evolucidén critica del
padecimiento, hecho que se considera propio del estado
anérgico.

El suero inmune de pacientes anérgicos, utilizado en 1los
experimentos de inhibicidn, mwostré mayor titulo de
anticuerpos que los sueros de tuberculosos reactivos al PPD,
ya que en la determinacidén de anticuerpos especificos por la
técnica de ELISA, se obtuvieron lecturas promedio de
densidad dptica (D.0.) desde 1.92 a 0.78, correspondiendo a
las diluciones de 1:20 y 1:640 respectivamente, en tanto las
muestras séricas de pacientes tuberculosos reactives fueron
de 0.38 a 0.16 D.0. a las mismas diluciones. En los sujetos
normales donadores sanos voluntarios, las lecturas promedio
fueron de 0.018 D.0., confirmando la baja reactividad vy
negatividad de estos dos ultimos tipos de sueros probados
{(19).



Para la realizacion de la prueba 'de transformacidn
linfocitica fue necesario determinar las condiciones dptimas
de estimulacidn del antigeno y del mitdgeno utilizados. Los
resultados se muestran en la figura 1 A y B, Se observa una
respuesta maxima a las dosis de 50-100 ug de PPD y a 100 ug
de PHA en los individuos sanos PPD+ y en los pacientes TBP
PPD+. Por el contrario, las células de sujetos sanos PPD-
sélo respondieron a PHA.
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Para explicar la baja respuesta proliferativa al PPD de los

linfocitos de pacientes tuberculosos anérgicos, se pueden
considerar cuando menos dos mecanismos:

A) La presencia de un factor sérico que interfiere con el
estimulo antigénico de los linfocitos, y/o

B) Que el estado refractario al estimulo antigénico reside
en i) incapacidad genética de células linfociticas u otra
deficiencia funcional en el 1linfocito o ii) 1la célula
presentadora del antigeno procesa y/o presenta
inadecuadamente los antigenos de PPD al linfocito.

En el presente proyecto enfocamos la investigacién a
resolver el primer planteamiento, tratando de determinar si
los anticuerpos participan de alguna manera, inhibiendo 1la
respuesta proliferativa de los linfocitos respondedores al
PPD. .

Para analizar esta posibilidad empleamos células capaces de
responder al PPD, las cuales se analizaron por su
susceptibilidad a ser inhibidas en su respuesta
proliferativa por efecto del suero inmune.

El ensayo de interferencia se realizé por la preincubacidn
de las poblaciones celulares con los sueros, analizando su
respuesta posterior al PPD.

TRANSFORMACION LINFOCITICA DE POBLACIONES CELULARES
SOMETIDAS A DIFERENTES TRATAMIENTOS ADICIONALES

1. CON SUERO INMUNE: Los resultados de este tratamiento
sobre las poblaciones celulares de pacientes TBP PPD+, se
presentan en la figura 2. Las células no adherentes
incubadas con suero anérgico, inhibieron la transformacion
linfocitica al PPD de los cocultivos entre éstas y las
células adherentes no tratadas; dando un valor promedio de
los indices de estimulacidén (I.E.) de 1.6, que comparado a
la media de los I.E. obtenidos con las mismas ceélulas
incubadas con suero normal, presentan una diferencia



significativa (p = 0.002). .Por ‘el “’contrario, " con el -

tratamiento de células adherentes no se observd inhibiciodn,
ya que en los cocultivos con células no “adherentes sin
tratar se obtuvo un I.E. promedio de 5.0 y la diferencia de
estos resultados,  comparados con el tratamiento con suero
normal, no fueron significatives (p = 0.028). Al incubar
ambas poblaciones con suero inmune, se manifesto nuevamente
el efecto inhibitorio, con un I.E. promedio de 2.8,
encontrandose una diferencia significativa (p = 0.016)
cuando fue comparado con las mismas células tratadas con
suero normal. Los 1indices de estimulacién para las
poblaciones totales , en respuesta al antigeno PPD o al
mitédgeno PHA fueron elevados, dando valores promedio de 8.7
y 10.5 respectivamente. La incubacién con suero normal no
produjo inhibicidén sobre las poblaciones celulares de los
pacientes reactivos, ya que los indices obtenidos fueron
altos en todos los cocultivos formados, respondiendo éstos
de un modo semejante a los testigos de células totales
estimuladas con PPD o PHA.

2. CON SUERO INMUNE ADSORBIDO CON BCG: Con el fin de
estudiar la especificidad del factor inhibidor del suero
inmune, éste fue adsorbido con BCG y posteriormente probado
en los experimentos de inhibicién sobre las poblaciones
celulares de 3 pacientes TBP PPD+. La figura 3 muestra los
resultados de este tratamiento, donde se observa que el
efecto inhibidor fue eliminado por la adsorcidn con el BCG,
puesto que los valores de I.E. fueron semejantes en todos
los cocultivos de las diferentes poblaciones tratadas con el
suero adsorbido, asi como en el testigo de estimulacion de
células totales. Esto es, se encontré un I.E. de 6.0 y 6.3
para los cocultivos que contenian células no adherentes o
bien células adherentes tratadas respectivamente; y ademds
un I.E. = 7.1 para los cocultivos en donde el tratamiento se
aplicé a ambas poblaciones. Finalmente, el I.E. del testigo
de estimulacién fue de 7.2. Se determind que existe una
diferencia significativa entre los indices mencionados y el
encontrado para el tratamiento de células totales con suero
anérgico sin adsorber (p = 0.015 ).

La prueba de ELISA reveld un titulo de anticuerpos anti-PPD
de 1:40 para el suero adsorbido, siendo que el suero
anérgico no adsorbido presentdé un titulo de 1:1280.

Con el propdsito de liberar a las células del anticuerpo
inhibidor de la TL, se preincubaron con un exceso de PPD y
se lavaron posteriormente. Este tratamiento condujo a una
recuperacién de la capacidad de respuesta proliferativa al

PPD.



3. CON ALTAS CONCENTRACIONES DE ANTIGENO:. La figura 4
muestra gque este tratamiento, sobre células no adherentes de
pacientes TBP PPD-, permitié que en los cocultivos entre
éstas y las células adherentes no tratadas, se manifestara
la' recuperacién en la -respuesta al antigeno; siendo sus
indices de estimulacién mas altos con un valor promedio de
3.8, el cual es superior al encontrado para los testigos de
células anérgicas totales sin tratar que fue de 2.2. lLa
diferencia entre estos resultados alcanzo niveles
significativos (p = 0.01). Los cocultivos de células
adherentes tratadas y de células no adherentes sin tratar
dieron por lo general I.E. bajos, como lo indica el valor
medio de 1.7. Como este valor es inferior a las lecturas
obtenidas con 1los testigos de estimulacidn de .células
anérgicas totales, sugiere que no se presentd recuperacion
de la reactividad celular. E1 tratamiento de. :ambas
poblaciones con altas concentraciones de antigeno, produjo
resultados similares a los de los cocultivos que contenian
células no adherentes tratadas, como lo: .indica. el -valor

Y

promedio de I.E.= 3.8, siendo que la diferencia entre este:

grupo y el testigo sin tratamiento de, células anérgicas
totales dié una p = 0.05. En general, -las célulasi:de:ilos
pacientes TBP PPD- fueron reactivas a la PHA, ‘con un:I.E.

promedio de 5.3, lo que indica que la anergia fue especifica“

para el antigeno.

Los resultados de este tratamiento sobre” las ‘células 'no
adherentes de pacientes TBP PPD+, ¢ue funcionaron como
testigos, sugieren un posible blogquesc en la capacidad
reactiva de estas células por las altas dosis de antigeno
utilizadas; ya que sus cocultivos expresaron I.E. muy bajos
con un valor promedio de 0.71 y 0.76. Sin embargo, el
tratamiento de las células adherentes de estos pacientes
reactivos con altas dosis de antigeno, no muestra un efecto
tan marcado, respondiendo sus cocultivos con un I.E.
promedio de 3.0. Los testigos de estimulaciodn al antigeno y
a la PHA de las células totales de los pacientes TBP PPD+
dieron indices de estimulacidn promedio de 4.2 y 4.6
respectivamente.

DETERMINACION DE ANTICUERPOS SOBRE LA SUPERFICIE CELULAR: La
técnica de inmunofluorescencia fue utilizada para demostrar
la presencia de inmunoglobulinas sobre la superficie de
poblaciones celulares (Fig 5). Células de pacientes
reactivos incubadas con suero normal, anérgico o con IgGs
purificadas, asi como células de pacientes no reactivos que
recibieron tratamiento con altas dosis de antigeno, fueron
procesadas para inmunofluorescencia utilizando anti-IgG o
anti-IgM conjugadas con fluoresceina. Células de ambos
grupos de pacientes sin respectivos tratamientos, asi como
células de individuos sanos PPD+ y PPD-, funcionaron como
testigos en las diferentes series de experimentos. La
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- secuencia 'de  resultados-: . obtenidos, “con. la .técnica
inmunofluorescencia, se observa 'en~las tablas-2:y 3.

En la tabla 2 se advierte que poblaciones celulares no
adherentes de pacientes TBP PPD-, portan abundante cantidad
de IgG en su superficie, como se reveld con el conjugado
anti-IgG fluoresceinado. También se observaron en menor
cantidad, células no adherentes conteniendo IgM en su
superficie. Por otro 1lado, cuando estas mismas células
fueron sometidas a tratamiento con altas concentraciones de
antigeno, no se apreciaron marcas fluorescentes a la
observacidén microscdpica. Tampoco se encontraron células
marcadas, cuando la poblacidn estuvo enriquecida de células
adherentes. Cuando se analizaron células de pacientes
reactivos (Tabla 2), sélo se encontrd la presencia de
inmunoglobulinas en las células no adherentes que fueron
incubadas con suero anérgico. Las células que no recibieron
tratamiento con suero, asi como las adherentes con o sin
tratamiento, no presentaron fluorescencia.

B

Frente a la necesidad de expresar resultados mas
cuantitativos, se calcularon los indices de fluorescencia
en los experimentos subsecuentes (Tabla 3). Al tomar en

consideracidn los resultados de la tabla 2, unicamente se
procesaron células no adherentes de pacientes reactivos, asi
como de testigos sanos, y se incluyé el tratamiento con
IgGs purificadas (Tabla 3). Los mayores indices de
fluorescencia se obtuvieron en las células de pacientes o de
sanos PPD+ que fueron tratadas con suero anérgico o con IgG
especifica. Mientras que las células de pacientes TBP PPD+
tratadas con suero normal o con IgG normal, asi como las
células de los testigos PPD-, presentaron bajos indices de
fluorescencia. Previa su utilizacién en los experimentos de
inmunofluorescencia, se determind, por diferentes técnicas,
la actividad y pureza ‘'de las IgGs obtenidas, Por la técnica
de ELISA (42), utilizando PPD como antigeno y revelando con
una anti-IgG humana acoplada a fosfatasa alcalina,los
resultados mostraron la actividad antigeno-especifica de 1la
IgG purificada de suero inmune anérgico (IgG especifica),
dando una D.O. de 0.56 correspondiendo esta lectura a la
dilucion 1:160, mientras que para la IgG procedente de suero
normal la D.O. promedio para todas las diluciones fue de
0.016. Ademds, la purificacion de estas inmunoglobulinas fue
comprobada por 1la prueba de inmunoelectroforesis empleando
como revelador una anti-IgG¢ humana (Fig. 6), y por la
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (Fig. 7).



DISCUSION

En los padecimientos intracelulares como la histoplasmosis,
la lepra y la tuberculosis, entre otros, cuando se
desarrollan formas diseminadas graves, se presentan
diferentes alteraciones inmunolégicas (14-16,34,21-25). En
tales circunstancias, estas enfermedades comparten
caracteristicas de baja o ausente reactividad celular,
hecho que es conocido como anergia (14) y que coincide con
niveles elevados de anticuerpos. Esta anergia que es
inicamente celular, ha sido identificada in vivo en pruebas
cutaneas, asi como in yitro a través de 1la prueba de
transformacién 1linfocitica (18,19,34). Normalmente, la
existencia de este estado es simultdneoc a la persistencia
del microorganismo intracelularmente.

Aunque existen diferentes estudios sobre 1la interaccidn
entre respuesta humoral y celular en el padecimiento
tuberculoso, los realizados por Mejia-lopez y cols. (19)
sugieren que los anticuerpos o complejos inmunes presentes
en el suero inmune, son los posibles responsables de la
inhibicién de la respuesta celular, determinada por la
prueba de transformacioén linfocitica (19). La inhibicidn fue
obtenida solamente con suero inmune que contenia altos
titulos de anticuerpos anti-PPD, lo que apoya un
reconocimiento especifico, posiblemente por anticuerpos, vy
descarta la participacidén de otros componentes séricos como
C3, proteina C-reactiva,al-anti-tripsina, que no tienen un
comportamiento especifico pero que han sido comprometidos
en la regulacion de la respuesta celular. El hecho de que el
suero inmune no actue sobre la respuesta mitogénica inducida
por la PHA, en células tratadas con este suero, confirma el
efecto especifico de la inhibicidén por suero y sugiere que
los receptores celulares para el mitogeno no fueron
bloqueados (19). Por otro lado, resultados obtenidos con
células de pacientes tuberculosos anérgicos, sometidas a
tratamiento con altas concentraciones de antigeno, antes de
la estimulacién con dosis optima de éste, sugieren que el
componente inhibidor del suero se encontraba probablemente
unido a la superficie de las células originarias de
pacientes anérgicos (19). Con base en estos datos, en el
presente trabajo se investigd la poblacién celular capaz de
ser afectada en presencia del suero anti-tuberculoso, vy
ademas, se caracterizé el componente sérico responsable del
efecto de inhibicidn especifica.

Tomando en cuenta qgue el paciente tuberculoso reactivo es
un sujeto respondedor al antigeno, como se ve en la figura
1, Y que esta respuesta puede ser inhibida in vitro por
suero inmune (19), se obtuvieron de estos pacientes células
adherentes y no adherentes, siendo cada poblaciodn incubada
separadamente con suero inmune o normal y mezcladas
(cocultivos) para su posterior estimulacion. El andlisis de

19



los resultados mostrd que solamente los cocultivos que
contenian ceélulas no adherentes tratadas previamente  con
suero anérgico fueron inhibidos (Fig.2). Ademads, los
resultados de la adsorcién con BCG (Fig.3) apoyan que el
factor inhibidor del suero es quizas una inmunoglobulina
especifica.

Sabiendo que las células de pacientes anérgicos no responden
a la estimulacidn con el antigeno especifico, pero que el
tratamiento de éstas con altas concentraciones de PPD,
antes de la estimulacién final con la dosis éptima del
mismo, permite "limpiar" 1la superficie de 1las células
anérgicas volviéndolas nuevamente reactivas al antigeno
(19); se obtuvieron de 1los pacientes anérgicos, células
adherentes y no adherentes, siendo cada poblacién tratada
separadamente con altas concentraciones de PPD y mezcladas
(cocultivos) para su posterior estimulacidén con el .mismo
antigeno. El tratamiento de 1las células no adherentes
permitié recuperar la reactividad de cocultivos conteniendo
estas células, lo cual sugiere gue las células no adherentes
estaban inhibidas desde su obtencidn y que la presencia de
altas cantidades de antigeno desplazé el elemento o
componente *inhibidor", presente en su superficie,
dejandolas aptas para responder al antigeno (Fig.4). Sin
embargo, en la misma figura, se puede observar que el
tratamiento con altas concentraciones de antigeno, indujo un
efecto inhibidor sobre las células de los cocultivos de los
testigos reactivos (TBP PPD+). Si se considera que las
células reactivas, en presencia de exceso de antigeno,
saturan sus receptores celulares para éste, entonces, se
explicaria el porque no respondieron al estimulo con las
dosis optimas de PPD previamente establecidas (Fig.1Ah).
Tanto los resultados de los experimentos de recuperacién de
reactividad de células anérgicas como los de inhibicidén de
las células de los testigos reactivos, apoyan fuertemente
que el receptor para el antigeno es el componente de
superficie involucrado en la recuperacicn de la respuesta de
reactividad celular, y por lo tanto, el posible blanco del
factor inhibidor del suero.

En virtud de que el factor inhibidor del suero inmune es
especifico, puesto que sdélo se encuentra en sueros inmunes
con altos titulos de anticuerpos para Mycobacterium y es
eliminado por 1la adsorcioén con BCG Yy que ademds no
interfiere en 1la estimulacién inducida por 1la PHA, se
sugiere que el factor inhibidor podria ser un anticuerpo.

Tomando en cuenta que la recuperacién de células anérgicas
se hace por tratamiento con altas dosis de antigeno, se
cree que el exceso de éste, desplaza al componente
especifico del suero inmune de la superficie de las
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células, donde posiblemente actua sobre el receptor para el
antigeno. Este efecto podria ser de tipo anti-receptor,
quizds por un reconocifmiento a través de autoanticuerpos
anti-idiotipo o bien de anticuerpos anti-Mycobacterium
tuberculosis con actividad anti-idiotipica cruzada. Tal
planteamiento no es novedoso, puesto que en el trabajo de
Colizzi y cols. (33) se deja entrever esta accidén anti-
receptor.

En las enfermedades «cronicas hay produccion de auto-
anticuerpos. En el caso particular de las micobacterias, se
ha reportado que existe mimetismo molecular, provocando
reactividad cruzada entre varios determinantes de las
micobacterias y componentes del hospedero, induciéndose asi
condiciones de autoinmunidad en individuos susceptibles
(48) . Los experimentogrealizados en el presente estudio, no
fueron orientados a 1la determinacién del efecto anti-
receptor del factor inhibidor del suero inmune, sin embargo,
esta idea sera motivo de investigaciones futuras.

1

Se han descrito anticuerpos con actividad anti-linfocito en
el suero de pacientes con lepra (49), asi como también se
han demostrado anticuerpos de clase IgM e IgG anti-timocito
(50), aunque, no se ha encontrado correlacién entre los
niveles de estos anticuerpos y una depresién en la
proliferacion de linfocitos en respuesta a antigenos
micobacterianos.,

La presencia de anticuerpos de la clase IgG sobre la
superficie de células no adherentes, de pacientes TBP PPD+ y
de sujetos sanos PPD+, tratadas con suero inmune de
paciente anérgico o con IgG especifica, fue observada por
inmunofluorescencia indirecta (Tablas 2 y 3, Fig. 5C).
Ademds, el hecho de que las células no adherentes obtenidas

directamente de pacientes TBP PPD- muestren alta
fluorescencia al ser reveladas con el conjugado
fluoresceinado de anti-IgG humana, sugiere due esta
poblacién trae una IgG en su superficie desde su origen
{(Tabla 2, Fig. 5A). Por ultimo, la ausencia de

fluorescencia en células no adherentes de pacientes
anérgicos, sometidas al tratamiento con alta concentracidn
de antigeno, comprobé las observaciones anteriores y apoya
el planteamiento de que las células de pacientes anérgicos
"cargan" anticuerpos desde su procedencia, y que el
tratamiento dado a éstas, removié el componente adherido a
su superficie (Tablas 2 y 3). En un modelo infeccioso
similar Bullock y Fasal (51), identificaron a una IgG como
inhibidor de la respuesta celular en la lepra lepromatosa,
la cual se encuentra aumentada en estos pacientes, lo que
concuerda con la informacidén previa obtenida en nuestro
laboratorio, para el modelo tuberculoso, donde
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identificamos altos titulos de IgG en pacieﬁfééxfﬁberculososu ot

anérgicos (19). Finalmente Bjune y cols. (52), identificaron.
que el factor inhibidor en 1lepra es capaz de atravesar

placenta, lo que nuevamente apoya nuestra observacidén en la
tuberculosis de gque el factor inhibidor del suero inmune es
un anticuerpo de clase IgG.

Es importante destacar que tanto 1los resultados de
inmunofluorescencia comnoe los de cocultivos en la
transformacién linfocitica, confirman que la poblacién no
adherente es la que estd comprometida con el fendmeno de
inhibicidén, y que el efecto es especifico puesto que la IgG
purificada de suero inmune de pacientes anérgicos, es la que
se identifica en la superficie de esta poblacidén (Tablas 2 y
3, Figs., 2~7)."

Aunque los datos presentados sostienen gue el suero inmune,
particularmente la IgG especifica, actuia sobre células no
adherentes, es importante analizar el efecto gue tiene sobre
la poblacion adherente , formada en su mayoria por monocitos
esterasa positivos. Debido a que estas células internalizan
particulas o moléculas, podria sugerirse que en el caso de
éllas, el efecto observado no se debe a un blogueo de
receptores para el antigeno, sino a la induccién de un
factor supresor. No obstante, en ninguno de los cocultivos
que contenian células adherentes tratadas, se pudo probar el
efecto inhibidor de la reactividad celular. Sin embargo, no
se puede descartar con este trabajo la presencia de factores
supresores solubles, producidos tanto por células adherentes
como por no adherentes, después del tratamiento con el suero
inmune.

Los resultados presentados, sugieren gque un componente
especifico del suero inmune inhibe la respuesta celular, por
que actia en células no adherentes impidiendo 1la
estimulacién por el antigeno especifico, tanto en 1los
pacientes tuberculosos anérgicos in yivo como en células de
los pacientes reactivos cuando se induce inhibicidn in vitro
con suero inmune., Sera motivo de investigaciones futuras el
determinar la presencia de factores supresores inducidos por
la interaccién anticuerpo/célula o complejo inmune/célula y
caracterizar con anticuerpos monoclonales, la subpoblacion
celular que estd actuando en este tipo de interacidn.
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SUMMARY

Previous observations by the authors, suggest an specific
inhibitory effect of tuberculous immune serum in - the-

cellular response of tuberculous patients. This study is
aimed at characterizing the cell population that is
interacting with the antibody, as well as the immunoglobulin
class involved in the inhibitory phenomenon.

The action of anergic immune sera adsorbed or not with BCG
was studied on adherent and non-~adherent cells from PPD+
tuberculous patients. Coculture of both cells was quantified
by 1lymphocyte transformation (LT) test induced by PPD.
Normal sera from healthy donors were used as controls.
Furthermore, adherent and non-~adherent cell populations
from anergic tuberculous patients (PPD-) were separately
treated with high PPD concentrations. Cell cocultures were
performed, and their reactivities were also quantified by
the LT test to PPD. Cells from PPD+ tuberculous patients
were used as controls. .

Results showed that only cocultures with non-adherent cells
from PPD+ patients, treated with anergic sera, inhibited
the LT assay when stimulated by the specific antigen, and
serum adsorption with BCG eliminated the inhibitory effect:;
moreover, only cocultures with non- adherent cells from PPD~
patients, treated with high PPD doses, were able to recover
their ability to transform lymphocytes when stimulated with
the optimal antigen dose. These findings suggest that the
non-adherent cell population from reactive and anergic
patients are the cell targets for the serum inhibitory
effect. These results point out the specific behaviour of
the inhibitory factor, ‘since inhibition was eliminated by
BCG adsorption, and support the role of antibodies as the
probable responsible for this effect. Immunofluorescence
assays showed IgG and IgM over the surface of non-adherent
cells from anergic patients and from PPD+ tuberculous
patients treated with anergic sera or specific IgG. This
fact was confirmed by the immunoglobulin removal with high
PPD concentration and subsequent loss of immunofluorescence.
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TABLA 1. DATOS GENERALES DE LOS INDIVIDUOS ESTUDIADOS.
L ]}

GRUPO PPD BAAR No DE EDAD SEXO PROCEDENCIA
INDIVIDUOS (AROS)

SANOS - - 6 22-35 4 F,2 M VOLUNTARIOS

SANOS + - 4 21-46 4 F -VOLUNTARIOS
TUBERCULOSOS

PULMONARES . .
CRONICOS (1) + 24 19-65 24 M INER
TUBERCULOSOS

PULMONARES N
AVANZADOS (2) =~  +++++ 14 15-75 14 M INER
BAAR Bacilos &cido alcohol resistentes.,

*
(1)
(2)

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias.
TBP PPD+ (reactivos).
TBP PPD- (anérgicos).

nmniau

3
o 1 B
ESQ@ é€$§k “““““En“
N



TABLA 2. PRESENCIA DE INMUNOGLOBULINAS SOBRE LA SUPERFICIE
DE LAS CELULAS DE PACIENTES TUBERCULOSOS

INDIVIDUOS POBLACION TRATAMIENTO CONJUGADO FLUORESCEINADO
CELULAR ADICIONAL ANTI-IgG ANTI-IgM

*

CON PPD - -
NO ADHER
SIN PPD +44+8 ++
TBP PPD- .
CON PED - -
ADHER
SIN PPD - -
CON PPD* - -
TBP PPD- NO ADHER U
SIN PPD I +
CON SUERC ANER** ++++8 e
NO ADHER
SIN SUERO ANER - -
TBP PPD+ o
CON SUERO ANER - -
ADHER

SIN SUERO ANER - -

Se trabajo 1x10% células /20 pl/pozo.

e = Exceso de células fluorescentes.

* = Tratamiento con altas concentraciones de PPD.

*%= Tratamiento de inhibicién con suero inmune de pacientes
anérgicos (ANER)

NO ADHER = Células no adherentes.

ADHER = Células adherentes.



TABLA 3. PRESENCIA DE INMUNOGLOBULINAS SOBRE LA SUPERFICIE
DE LAS CELULAS NO ADHERENTES.
1 R

INDIVIDUOS TRATAMIENTO CON INDICE DE FLUORESCENCIA
SUERO o IgG ANTI-IgG ANTI-IgM
ANERGICO 6.0 1.0
TBP PPD+
NORMAL 1.0 2.0
ANERGICO 2.0 1.0
TBP PPD+ o
NORMAL 1.0 - 1.0
IgG ESPECIFICA* 4.9 00200
TEP PPD+ . ANERGICO 1.8
NORMAL £ 0.95
IgG ESPECIFICA 2;0° 5;'?, TND
IgG NORMAL** 0.2 Y ND
TBP PED+ .
ANERGICO 3.0 CUUEIND
NORMAL 1.0 ND
1gG ESPECIFICA 2.0 ND
IgG NORMAL 0.0 ND
TBP PPD+
ANERGICO 5.0 ND

NORMAL 0.0 ND
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TABLA 3. (CONTINUACION).
L

INDIVIDUOS TRATAMIENTO CON INDICE DE FLUORESCENCIA
SUERO o IgG ANTI-IQG ANTI-TIgM
IgG ESPECIFICA 2.0 0.2
SANO PPD+ ANERGICO 0.7 0.0
NORMAL ND 0.0
TIgG ESPECIFICA "0.5 “UND
IgG NORMAL 0.25 . ND
SANO PPD+ : S Ay :
ANERGICO 0.5 . . _ND
NORMAL 0.2 D
IgG ESPECIFICA TRV PR 040
SANO PPD- ANERGICO “-0.1 : O ND
NORMAL 0.0 0.0
IgG ESPECIFICA 0.0 ND
SANO PPD- ANERGICO 0.0 0.0
NORMAL 0.0 ND

Se trabajoé 2x10% células/20 pl PBS, pH 7.2.

* = IgG especifica purificada a partir de suero inmune de
paciente anérgico.

**% = IgG normal purificada a partir de suero de sujetos
sanos

PPD-=Las IgGs fueron obtenidas por cromatografia de

afinidad en proteina A-Sepharosa 4B.

ND = No determinado.



cru x10° (2DE)

40

CPM s 160 (2DE) G it

-

25 80 100 150 pg PPD

FIG. 1. Dosis respuesta al PPD (A) y PHA (B) en la prueba de
TL. Células de 6 individuos sanos PPD+ (0—(), 2 individuos
sanos PPD- (§-—4@) Y 6 pacientes reactivos (A—A) fueron
separadas por dgradiente de Ficoll-Hypagque. Se usaron
diferentes dosis (0, 25, 50, 100 & 150 ug de proteinas) de
PPD o de PHA. La prueba de TL se realizd como se describe en
Materiales y Métodos. Los datos representan la media de
cada grupo + desviacién estandar (D.E.).
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TIPO DE POBLACION
CELULAR

LE. {£DE)
TRATAMIENTO
SIN TRATAMIENTO ‘
CON SUERo ESTIMULACION 2 s ¢ ©
0 ; N ¢ c
NO ADHER/ ADHER —_— PHA [ ——}—
NO ADHER /ADHER — ST , —
NO ADHER ADHER pPD [ ; ] NR
ADHER NO ADHER peo [ o —J— wa
— NO ADMER / ADHER ppp | ——31 . m
NO ADHER ADHER PPD
ADHER NO ADHER PPD
-_— NO ADHER / ADHER PPD

FIG.2. Efecto del tratamiento con suero inmune de pacientes
anérgicos en diferentes poblaciones celulares de pacientes
TBP PPD+, Células adherentes o no adherentes, de cada
paciente, fueron incubadas separadamente, durante 12 h, con
suero anérgico (ANER) o suero normal (NR). Se muestra en la
figura 1la pobalcidén que recibid el tratamiento con suero,
asi como la poblacién testigo sin tratamiento. Después de la
incubacién se lavaron las células y se realizaron
cocultivos, los cuales fueron estimulados con PPD. Ver
detalles en Materiales y Métodos. Se procesaron testigos de
estimulacién de células totales con PPD y PHA. Las barras
expresan el indice de estimulacion (I.E.) de 7 pacientes
tratados con suero anérgico y 3 con suero normal
desviacidn estandar (D.E.).



TIPO OE POBLACION

Al
. CELULAR 1E {+DE)
T TRATANIENTO
SIN TRATAMIENTO CON SURo  FSTMALACOK o 2 4 § 10
ADHER / NO ADHER — PHA | —_—
ADHER / NO ADHER —_ pro | —
_ ADHER / NO ADHER CL I I
ADHER NO ADHER pro [ ] —3——  ANER/BCG
NO ADHER ADHER pp0 [ 7 —3]——  ANER/BCG
—_— ADHER / NO ADMER pro | - =}~ aNER/BCG
FIG.3. Efecto del tratamiento con suero inmune adsorbido
con BCG. Ceélulas adherentes y no adherentes, de cada
paciente TBP PPD+ fueron incubadas separadamente, durante

12 h con suero anérgico adsorbido con BCG. Se muestra en 1la
figura la poblacidén celular gque recibio .el tratamiento con
suero adsorbido. Después de la incubacidon se lavaron las
células y se realizaron
estimulados con PPD. Ver detalles en Materiales y Métodos.
Se utilizd como testigo células totales tratadas con suero
Las barras expresan el indice de
estimulacién (I.E.) de 3 pacientes TBP PPD+ + desviacidn

anérgico sin adsorber.

estandar (D.E.).

cocultivos, 1los

cuales

fueron



TIPO DE POBLACION
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CELULAR LE. (tDE)
TRATAMIENTO
SIN TRATAMIENTO CON PRD ESTIMULACION o 2 4 6
ADHER /NO ADHER —_ PHA [ e e
ADHER / NO ADHER —_ pPD [ o

ADHER /NO ADHER —_ pHa |

ADHER /NO ADHER — PPD :E__

NO ADHER ADHER

ADHER NO ADHER
-_— ADHER / NO ADHER

NO ADHER ADHER

ADHER NO ADHER

—_— ADHER/NO ADHER

FIG. 4. Efecto del tratamiento con altas concentraciones
de antigeno en diferentes poblaciones celulares de pacientes
tuberculosos. Células adherentes y no adherentes, de cada
paciente TBP PPD- ([j )}, fueron incubadas separadamente,
durante 6 h, con 400 ug de PPD. Se utilizaron como testigos
poblaciones celulares de pacientes TBP PPD+ ( ﬂmﬂ ). Se
muestra en la figura la poblacidén celular gue recibié
tratamiento con altas concentraciones de antigeno.
Después de lavar las . células se realizaron cocultivos, los
cuales fueron estimulados con PPD. Ver detalles en
Materiales y Meétodos. Se procesaron también testigos de
estimulacion de células totales con PPD y PHA. Las barras
representan el indice de estimulacidn (I.E.) de 4 pacientes
TBP PPD- y 3 pacientes TBP PPD+ + desviacidn estandar
(D.E.).




FIG. 5. Microscopia de fluorescencia de células no
adherentes de pacientes TBP PPD+ y TBP PPD-.--Se utilizo la
técnica de inmunofluorescencia, empleande conjugados de
anti~-Igs humanas acopladas a isotiocianato de fluoresceina_
(FITC) Ver detalles en Materiales y Métodos. A) Células no:
adherentes de pacientes TBP PPD- revelados con: anti-IgG- .
FITC. B) Células no adherentes de pacientes’' TBP' .PPD-
reveladas con anti-IgM-FITC. C) cCélulas de pacientes . TBP
PPD+ tratadas con suero inmune y reveladas  con:anti-IgG- -
FITC. D) células de pacientes TBP PPD+ tratadas con:suero =
inmune y reveladas con anti-IgM-FITC. Ektachrome '400:Asa. A
Yy C 1280 X, By D 3200.X. , N s




FIG. 6. Inmunoelectroforesis de las IgGs purificadas. Las
condiciones de la TEF se detallan en Materiales y Métodos.
A) IgG de suero inmune: B) IgG de suero normal; C) anti-IgG
humana.



FIG. 7. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS de las
IgGs purificadas. Las condiciones de la PAGE-SDS se detallan
en Materiales y Métodos. 1) Patrdn de pesos moleculares
bajos; 2) IgG de suero inmune; 2) IgG de suero normal; 4)
IgG humana testigo. A) En condiciones reductoras; B) En
condiciones no reductoras: 2,3,4.
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