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REBU}‘EN :

La. caracterizacién de la naturaleza y especificidad de un
factor inhibitorio del suero de pacientes tuberculosos
anérgicos y la identificacién de la poblacién de las células
reactivas al PPD que son el. blanco para el factor,
- constituyen los objetivos del presente trabajo.
Por inmunofluorescencia se determind que una fraccién
enriquecida de IgG con actividad anti-PPD, obtenida de suero
de pacientes tuberculosos anérgicos por cromatografia en
Sepharose~proteina A, interfiere en la respuesta inducida
por el antigeno PPD, de células no adherentes de pacientes
tuberculosos reactivos, posiblemente adheriéndose a su
superficie e inhibiendo su estimulacién.
Por cromatografia de afinidad en Sepharose-PPD, a partir de
suero anérgico, se separaron fracciones retenida y no
retenida en la columna. Se probaron sus actividades inmunes
por ELISA utilizando PPD como antigeno. Las fracciones
retenidas dieron lecturas altas de absorbancia, indicando su
reconocimiento al antigeno PPD, mientras que las lecturas de
las fracciones no retenidas se aproximaron a cero. Las
fracciones no retenidas desprovistas del factor, asi como
los sueros anérgicos enriquecidos de éste, ademds de suero
de sujetos sanos PPD”, fueron utilizados para incubacién con
células no adherentes de pacientes reactivos o células de
testigos sanos. Después de la incubacién, la presencia de
factores inmunoglobulinicos sobre las superficies celulares
fue determinada por inmunofluorescencia. Los resultados se
expresaron en indices de fluorescencia, siendo éstos
positivos sé6lo en las células tratadas con suero total de
paciente anérgico Yy reveladas con el conjugado
fluoresceinado anti-IgG humano. Cuando se utilizé 1la
fraccién desprovista del factor, por cromatografia en
Sepharose-PPD, todos los indices fueron negativos. Los
resultados sugieren la naturaleza inmunoglobulinica del
factor el cual es una IgG, su especificidad hacia PPD, y su
ubicacién sobre superficie celular.



INTRODUCCION

La mayoria de. las enfermedades infecciosas, causadas
- por hongos, bacterias y pardsitos intra o extracelulares
son resueltas satisfactoriamente gracias al desarrollo de la
resistencia del hospedero. Al contacto con agentes agresores
que con frecuencia son extrafios al hospedero, se arman
mecanismos inespecificos y especificos de resistencia; los
primeros, actian como primera linea de defensa Yy
generalmente controlan un gran namero de infecciones por
patégenos antes de que puedan causar enfermedad; el segundo
mecanismo comprende un proceso multifactorial donde
concurren diferentes células y moléculas biolégicamente
activas, con una funcién muy definida y un caracter de
reconocimiento fino (1).

Una vez que el agente ha conseguido romper las barreras
naturales de primer nivel, encuentra mecanismos de defensa
mds elaborados como es la fagocitosis, llevada a cabo por
células especializadas con capacidad de ingerir y digerir el
agente fagocitado, destacéndose entre estas células los
fagocitos polimorfonucleares (PMN) y los fagocitos
mononucleares (macréfagos). Esta etapa de la infeccién es
critica, puesto que si no se resuelve rapidamente y si el
agresor logra pasar las barreras inespecificas, entran en
accidén los elementos organizados propios del mecanismo de
resistencia especifico, para establecer la expresién de la
respuesta inmune. Esta respuesta opera de una forma compleja
donde intervienen procesos que contribuyen a preservar la
individualidad, la homeosté&sis del cuerpo, asi comc iniciar
una defensa dirigida a la eliminacién del agente agresor.
Ademds, tiene varias caracteristicas como ser inducida por
el agente extrano; ser especifica contra el mismo; tener
memoria reconociendo al mismo agente en otro encuentro; y
ser transferible transportando a otro hospedero efectores
inmunolégicos capaces de reconocer al agente infeccioso (1,
2).

La respuesta inmune se expresa bajo dos formas de
accién: la respuesta inmune humoral mediada por anticuerpos
y la respuesta inmune celular mediada por células (1-3). La
magnitud de esta respuesta depende de los factores
intrinsecos del hospedero y de la inmunogenecidad de los
componentes (antigenos) que conforman al agente infeccioso.
cuando éste penetra por primera vez, las clonas celulares
especificas contra los diferentes determinantes antigénicos
o epitopes que forman parte de la estructura glocbal del
agente infeccioso, presentan un namero reducido de células
capaces de ser estimuladas, respuesta primaria; mientras que
en un segundo encuentro, se establece una respuesta
secundaria que se caracteriza por el aumento de las clonas
especificas que resultan en la elevacién rdpida y sostenida
de la respuesta celular y humoral (4).



La respuesta inmune, se inicia con la participacién de
las células accesorias presentadoras del antigeno (CPA) que
procesan el antigeno en pequefios fragmentos y lo asocian en
sus superficies a moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad clase II (MHC-II) para promover el
reconocimiento por receptores de células T, dando origen a
la primera fase (aferente) de 1la respuesta de defensa
especifica, donde concurren diferentes tipos de interaccién
Yy comunicacién celular, que conllevan a una Sptima expresién
tanto de la respuesta celular como de la humoral. Ambas
respuestas producen como evento final la eliminacién del
agente agresor y nuevamente en ésta etapa actdan los
macréfagos (fase eferente), como células eliminadoras del
paréasito.

$in embargo, y atn contando con todo este gran complejo
inmunolégico, 1los agentes infecciosos persisten en el
hospedero y con el desarrollo de la enfermedad llegan a
causar dafio. La persistencia de ellos, se debe a factores
importantes tanto del hospedero como del parasito, de los
cuales se destacan:

En el hospedero:

1.~ Factores genéticos que aumentan el riesgo de
contraer la enfermedad;

2.~ Factores posiblemente hormonales gque se expresan
segn el sexo y edad, que pueden predisponer al hospedero a
desencadenar una respuesta inmune inadecuada;

3.- Factores de "stress" que alteran el comportamiento
y resistencia del hospedero;

4.- Factores sociales de tipo ocupacional o socio-
econdémico gue propician una mayor exposicién del hospedero
al agente infeccioso, o bien, gque alteren el equilibrio
inmunolégico del hospedero.

En el agresor:

1.~ Factores que condicionan la virulencia del
parésito;

2.- Presencia de cantidades criticas del paréasito en
contacto con el hospedero;

3.- Ubicacién ambiental del agente infeccioso en 1la
naturaleza que propicia el encuentro con el hospedero;

4.- Presencia de mecanismos de escape a las diversas
formas de defensa del hospedero;

5.~ Factores propios del pardsito que alteren la
respuesta inmune del hospedero, como por ejemplo, moléculas
con actividad inmunosupresora o inmunopotenciadora.

Tanto los factores del hospedero como los del agente
infeccioso, estéan relacionados complejamente en la
regulacién de la respuesta inmune.



En las enfermedades producidas por- - .pardsitos
intracelulares la respuesta inmune. celular.tiene gran
importancia. Esta respuesta se inicia :por. la . entrada del
pardsito al hospedero sea cual sea ‘la via. Las CPA lo
captan, lo procesan y lo presentan. a:--los linfocitos T,
promoviendo la activacién de éstos con cambios metabdlicos
que resultan en la secrecién -de ‘varias citocinas ‘e
interleucinas (IL) (1-5).

+Existen dos tipos de 1linfocitos T. inductor-cooperador
(Cb4™). Uno (Th;)produce o secreta IL-2, IL-6, interferén
gamma y factor de necrosis tumoral beta -~ (TNFB), ' que
estimulan a otras células para su proliferacién y
diferenciacién. El otro (Thy), produce IL-3, IL-4, IL-5 e.
IL-6 que también estimulan a la diferenciacién "'y
proliferacidén de otras células (1-5).

La IL-2 actia en la proliferacién y diferenciacién de
linfocitos cpgt (supresores—citotéxicos), células NK y 1la
activacién de células B para secretar inmunoglobulinas.

El factor TNFB y el interferén gamma activan a los
macréfagos incrementando su capacidad citocida (5).

Al dispararse la activacién del macréfago aumenta su
capacidad fagocitica y se potencializan 1los mecanismos
microbicidas que tratan de eliminar al microorganismo
invasor. Estos mecanismos pueden ser dependientes e
independientes del oxigeno, como el estallido respiratorio
que genera radicales téxicos de oxigeno; como la actividad
hidrolitica de algunas enzimas o como la produccién de
valores bajos de pH intrafagosomal, los cuales contribuyen
también a 1la destruccién del patégeno. Estos mecanismos
microbicidas se llevan a cabo en el seno del compartimiento
intracelular que encierra al microorganismo, o sea, el
fagolisosoma, formado a partir de la unidn entre lisosomas
primarios que contienen enzimas proteoliticas y el fagosoma
que contiene al microorganismo (6).

Mediante varias estrategias, la respuesta inmune puede
ser evadida por los paréasitos, en particular, los
intracelulares disponen de medios que les permiten escapar
de su destruccién en diferentes etapas del proceso
fagocitico, ya sea impidiendo su reconocimiento y
adherencia; inhibiendo la fusién fagosoma-lisosoma; creando
resistencia a la accién de enzimas hidroliticas o a 1la
accién de los metabolitos reactivos de oxigeno; o bien
alterando en otros puntos a la respuesta inmune (6).

Frente a estrategias del pardsito, la respuesta inmune
tiene que ser mds eficaz para contrarrestar los mecanismos
de agresidén de éste. Sin embargo, el fortalecimiento de 1la
respuesta inmune, no debe sobrepasar de limites criticos
porque puede conducir a errores de interpretacién del
hospedero, que llevan a dafios en el tejido, provocado por la
mala expresién de su propia respuesta inmune. Asi en la
etiopatogenia de un gran namero de infecciones



intracelulares el dafio en el hospedero se debe a errores de
su respuesta de defensa en afadn de combatir al agente
agresor (7, 8).

La respuesta inmune esta sujeta a diferentes mecanismos
de regulacién. Entre ellos se cuentan 1los equilibrios
homegst&ticos mediados por el sistema endécrino, el
nervioso, etc; ademids de los mecanismos regulatorios propios
de la respuesta inmune, como los mediados por células
supresoras con varios circuitos de supresién, los humorales,
como los anticuerpos que pueden autoregularse o regular 1la
respuesta celular a diferentes antigenos.

En 1la actualidad es necesario conocer los efectos
regulatorios de los anticuerpos en 1la respuesta celular
generada en los procesos de etiologia bacteriana o fungica.
Algunos autores han planteado que los anticuerpos desempefian
una accidén moduladora en las infecciones causadas por
organismos intracelulares (9-11).

Una de las principales infecciones intracelulares donde
suceden los eventos sefialados anteriormente es la
tuberculosis. El agente etiolégico de la tuberculosis humana
es el actinomiceto Mycobacterium tuberculogis, el cual tiene
la caracteristica de ser un parasito intracelular
facultativo y usar como célula hospedera al macréfago del
individuo infectado. El primer contacto entre el hospedero y
el par&sito se lleva a cabo en los alveolos pulmonares. Se
considera que los macréfagos proveen un 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 y sobrevivencia dentro del fagocito (7,
8).

La respuesta inmune a la tuberculosis puede ser
determinada por un tipoc de hipersensibilidad en piel
(hipersensibilidad tardfa), prueba que se realiza por la
aplicacién subcuténea del antigeno microbiano. Inicialmente,
se utilizaba bacilos viejos y muertos o el filtrado de
cultivo del microorganismo (tuberculina), hoy en dia se
aplica un derivado proteico purificade obtenido del cultivo
del bacilo y conocido con las siglas PPD (purified protein
derivative).

En 1945 Chase (12) encontrd, que 1la capacidad de
respuesta cuténea a antigeno de Mycobacterium era
transferible por células linfoides obtenidas de donadores
con hipersensibilidad a 1la tuberculina. La naturaleza
celular de la respuesta inmune antituberculosa fue
confirmada por Suter (13) y Mackaness (14), quienes han
demostrado que los linfocitos resultantes de una interaccién
con el microorganismo infectante, son capaces de inducir la
activacién de los macréfagos, los cuales ejercen una accibn
mds eficiente en la eliminacién del paréasito.

“J‘



En la actualidad, para el .establecimiento. " de. ' 1la
inmunidad antltuberculosa, la particxpac;on de :linfocitos /T
Cba b'4 cp8* con restriccién de clase . ‘IT - y ‘clase "I,
respectivamente, parece ser una regla’ (15-20), mientras" que
la funcién de la respuesta inmune humoral esta relegada a
segundo término.

La capacidad de respuesta inmﬁnoiééiéa en’ la
tuberculosis, refleja con frecuencia el estado’ clinico del
paciente. Los individuos con tuberculosis que presentan,

baja reactividad celular y altos titulos de anticuerpos, ..

tienen mal pronéstico, y aquellos con alta reactividad
celular y bajos titulos de anticuerpos presentan ' buen
prondstico (21-23). -

Con base en el espectro clinico e inmunoldgico, en
algunas enfermedades infecciosas, se han elaborado
clasificaciones que enmarcan sus posibles estadios (21, 24).
Lenzini y Rottoli (21) en el caso de 1la tuberculosis,
lograron establecer una importante relacién entre el estado
clinico del paciente y la respuesta inmune celular vy
humoral, clasificando a los pacientes tuberculosos en cuatro
grupos: reactivo, reactivo intermedio, no reactivo
intermedio y no reactivo. Estos autores plantean que en la
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 hula produccién 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 la respuesta celular, en la tuberculosis
se ha referido como anergia (21-23). Varios investigadores
han descrito la falta de respuesta al antigeno PPD en
pruebas cut@neas y en pruebas de transformacién linfocitica
(21-23, 25, 26).

El fendémeno de anergia ha sido enmarcado en 1la
tuberculosis y en otras enfermedades intracelulares, puesto
que no corresponde a 1o que se conoce etimolégicamente como
estado anérgico (ausencia total de respuesta), y en la
tuberculosis se explica como 1la incapacidad de los
linfocitos T para responder al antigeno especifico (22).

Varios mecanismos son sugeridos para explicar este
fenémeno (22, 27-30): a) la reaccién inflamatoria puede
abatirse debido a un defecto en la produccién de linfocinas
(27, 28); b) los niveles elevados de anticuerpos especificos
pueden bloguear a la inmunidad mediada por células (21, 22);
c) los linfocitos circulantes reactivos al PPD pueden ser
atrapados en ndédulos linfaticos de algunos pacientes
tuberculosos anérgicos (29); d) algunos pacientes
tuberculosos anérgicos presentan en su circulacién, una
poblacién de monocitos gque puede suprimir la actividad in
vitro de linfocitos reactives al PPD (25, 30). Cuandoc menos,



uno de ‘estos mecanismos  puede ‘estar ‘involucrado  en la
regulacién de 1la anergia .al - PPD en pacientes con
tuberculosis pulmonar.

En vista de la recuperacién del estado anérgico, esto
es, la capacidad de volver a manifestar la reaccién de
hipersensibilidad tardia, en sujetos que responden al
tratamiento, es posible que el mecanismo de anergia sea mas
bien el resultado de la enfermedad gue la causa de la misma.

Ante un sistema inmune sin alteraciones y en presencia
de una tuberculosis severa, es posible pensar en mecanismos
que le permitan al Mycobacterium evadir a los efectores

inmunolégicos, como son, baja antigenicidaa del
microorganismo, resistencia a la lisis extracelular,
actividad antifagocitica, etc. Alternativamente, es

importante considerar la existencia de mecanismos que
modifiquen 1los procesos de regulacién de 1la respuesta
inmune.

Heilman y McFarland (31) demostraron gque componentes
séricos provenientes de pacientes tuberculosos, inhiben 1la
transformacién 1linfocitica (TL) de células de individuos
sanos PPD” estimuladas con el antigeno especifico. Proponen
que estos componentes son los anticuerpos, sin embargo, no
aclaran el papel de éstos, ya que el efecto inhibitorio 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 gque éste llegue a sus respectivos
receptores celulares, paso indispensable para llevar a cabo
el reconocimiento del antigeno por 1las células linfoides
reactivas y su subsecuente transformacién linfocitica.

En el modelo murino, Colizzi y cols., (32) observaron
que las células linfoides de ratones inmunizados con BCG, no
transferian la respuesta de hipersensibilidad tardia al PPD
a ratones normales, cuando ellas eran tratadas antes de la
transferencia, con posibles auto-anticuerpos con actividad
anti-receptor para el antigeno.

La presencia de factores que producen la inhibicién de
la estimulacién linfocitica, en suero de pacientes con otros
padecimientos, ha sido descrito por varios autores (9, 10,
33-36). Kerr y cols. (9) y Hussein y cols. (10), encontraron
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 (PHA), siendo este efecto
eliminado al tratar el suero con proteina A de
Staphylococcus aureus, lo que sugiere que el factor
inhibitorio es una IgG. Ademads, el factor pudo ser absorbido
por linfocitos T activados, actuando al parecer en un evento



;.temprano, qué “precede ", a la: liberacidn de interleucina-2
(IL-2)- T ] - - B

'En' el modelo de coccidioidomicosis, Cox y Pope (36)
mostraron que es una IgG sérica y no los complejos inmunes,
el factor responsable de la inhibicidén de la transformacién
linfocitica inducida por el antigeno especifico.

Recientemente, Mejia~-Lépez y «cols. (37), 1lograron
reproducir in vitro la anergia celular caracteristica de la
tuberculosis pulmonar no reactiva, medlante la incubacién de
células de pacientes tuberculosos PPDY con suero inmune de
pacientes tuberculosos anérgicos. Ademds, la recuperacién de
la reactividad antigeno-especifica de células de pacientes
anérgicos, se obtuvo por incubacién con altas
concentraciones de PPD, seguida de 1lavados sucesivos y
estimulacién final con dosis 6ptimas del mismo antigeno.
Tanto el efecto de inhibicién con suero como el de
recuperacién de 1la 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.
Por otro lado, el cocultivo de células adherentes y no
adherentes de pacientes tuberculosos reactivos, tratadas
independientemente con suero de pacientes tuberculosos
anérgicos, demostrd que el factor inhibitorio del suero
anérgico ejerce su efecto sobre la poblacién de células no
adherentes (38, 39).

Aunque no se descarta 1la posibilidad de que los
complejos inmunes ejerzan efecto inhibitorio sobre 1la
respuesta celular, al considerar los antecedentes citados
existen datos que apoyan el papel de los anticuerpos como
posibles moléculas reguladoras en la tuberculesis, actuando
é&stos independiente del estado de complejo con el antigeno
micobacteriano.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El presente estudio, se disefi6 para analizar los
posibles mecanismos por el cual el factor inhibitorio del
suero inmune ejerce su efecto en la respuesta celular al
proceso tuberculoso. Asimismo, para tratar de identificar 1la
poblacién de células linfoides que est& relacionada con el
factor, la naturaleza quimica de éste y sus caracteristicas
de reactividad inmunolégica.



' HIPOTESIS

El componente inhibitorio del suero inmune de pacientes
tuberculosos anérgicos es una inmunoglobulina que  tiene
actividad especifica anti-PPD y actfia sobre una subpoblacién
celular, interfiriendo con la Respuesta Inmune Celular de
pacientes reactivos al PPD.

OBJETIVOS

1.~ Caracterizar la especificidad del componente
inhibitorio del suero inmune de pacientes anérgicos,
obtenido mediante la cromatografia de afinidad en Sepharose-
PED. .

2.- Identificar la unién del factor inhibitorio, por
medio de inmunofluorescencia, con la poblacién celular
reactiva qgue es el blanco del factor.

3.- Buscar evidencias que apoyen que los anticuerpos
especificos son moléculas reguladoras en la respuesta inmune
celular del proceso tuberculoso.

4.- Contribuir a un mejor conocimiento del fenémenc
anérgico en la tuberculosis.



MATERIALES Y HETODOE
INDIVIDUOB: Se trabajaron muestras sanguineas de 7 pacientes

tuberculosos reactivos y 3 no -reactivos o anérgicos,
provenientes del Instituto Nacional de Enfermedades

Respiratorias {INER), México. La secuencia de los
procedimientos diagndésticos siguié el camino ordinario:
historia clinica, examen fisico, radiolégico Y de

laboratorio, incluyendo baciloscopia. Cada paciente fue
clasificado como reactive (TBP PPD') o anérgico (TBP PPD7),
con base en la presencia o auséncia de respuesta
intradérmica al PPD. Adultos sanos PPDY o PPD~ de ambos
sexos fungieron como testigos. Se obtuvo consentimiento de
todos los individuos involucrados en este estudio, asi como
del Comité Etico y Cientifico del INER.

ANTIGENOBS: Para la intradermorreaccidén se empled el derivado
proteico purificado (PPD), donado por la Gerencia General de
Bioldégicos y Reactivos, México. Se aplicaron 2 unidades de
tuberculina (UT) y/o 4UT de PPD/0.1 ml a los pacientes, con
intervalos de 10 dias. Para otros ensayos, el PPD fue
ajustado a 1 000 pg de proteina/ml, determinada por el
método de TLowry y ©cols. (40). A partir de esta
concentracién, se obtuvieron las dosis de antigeno empleadas
en los ensayos in vitro.

INTRADERMORREACCIONEB: Todos los individuos estudiados
fueron sometidos a la prueba intradérmica con el antigeno
especifico (PPD). El resultado de la prueba se leyd a las
24, 48 y 72 h después de su aplicacién y se considerd
reaccién positiva cuando la zona de induracién eritematosa
fue mayor de 8 mm.

DETERMINACION DE INMUNOGLOBULINAS EBPECIFICAS: Se siguié el
método de ELISA indirecta, segiGn Voller y cols. (41). Se
utilizaron placas (Nunc, Roskilde, Denmark), de fondo plano,
conteniendo por pozo, 100 ug de PPD/100 pl de amortiguador
de recubrimiento de carbonato-bicarbonato pH 9.6. Se incubb
el antigeno PPD a 4°C durante toda la noche. Se hicieron
lavados sucesivos con amortiguador salinc de fosfatos (ASF)-
Tween 20 pH 7.4. Se bloguearon los sitios libres de antigeno
con ASF-Tween albumina al 0.5% . Se incubdé y lavdé con ASF-
Tween. Se adiciond, a cada pozo, 100 gl de cada dilucién del
suero o fraccidén problema preparada en ASF/Tween 20 pH 7.4,
a partir de una dilucién inicial de 1:20. Se incubé por 1 h
a 37°9c. sSe lavé varias veces con ASF-Tween y para revelar la
prueba, se utilizé, por cada pozo, 100 ul del conjugado
polivalente anti-gammaglobulina humana acoplada a peroxidasa
(Sigma Chemical Co. St. Louis, MO) a una dilucién 1:1000 en
ASF. Después de incubar a 37°% 1 h y de lavados
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subsecuentes, se anadidé 100 pl de la soluciédn de sustrato
orto-fenilenediamina (Sigma) preparado a una concentracidn
de 4 mg/l0 ml de amortiguador del sustrato pH 5.0 y
adicionado de 4 ul de Hy0, al 30% (Sigma). Las placas se
leyeron a 492 nm en un lector de micro-ELISA (Dynatech
Laboratories Inc. modelo MR-300 Alejandria, VA), expresando
los resultados en densidad éptica (D.0.) y relacionando con
los titulos de 1los sueros dados por sus respectivas
diluciones. Se corrigieron las' lecturas con los valores
promedio de los sueros procedentes de sujetos sanos PPD™.

ADBORCION DEL SUERO ANERGICO CON BEPHAROSE-PROTEINA A: A una
columna de Sepharose-proteina A CL-4B (Sigma), equilibrada
con amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 8.0, se aplicaron 2.5
ml del suero de paciente anérgico o de testigo sano,
adicionado de 2 ml del mismo amortiguador, segin el método
de Ey y cols. (42). El material retenido por la columna fue
elufido con amortiguador de glicina-HCl 0.1 M, pH 2.6. Se
ajusté el pH a 7.0 con TRIS-base 0.2 M, pH 9.0 , y se
almacend a -20°C, previa concentracién por Amicon (Amicon
Colexington, MASS) con una membrana PM 10 (Amicon). Antes de
su utilizacién se determind la actividad anti-PPD tanto a la
fraceién enriquecida de IgG recuperada en el material
retenido a la columna y eluida con TRIS-HCl, como en la
fraccién no retenida, empleando el método de ELISA indirecta
(41). Las IgG obtenidas fueron caracterizadas por
electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de
sodio (PAGE-SDS) (43) e inmunoelectroforesis (IEF) (44). El
método de PAGE-SDS se realizé en un aparato Phast-System
(Pharmacia LKB Biotechnology S-751 82 Uppsala, Sweden)
empleando geles de poliacrilamida (phast-geles) con un
gradiente de densidad lineal de 8~25%, tiras de
amortiguador-SDS y reactivos complementarios de Pharmacia
LKB. Las muestras se utilizaron a una concentracién de 1-3
mg de proteinas y se prepararon en amortiguador conteniendo
0.01% de azul de bromofenol, 2.5% de SDS y 5% de 2-
mercaptoetanol. El aparato fue programado a 250 V durante 30
min. Se utilizé como referencia una IgG humana purificada,
gentilmente proporcionada por el Departamento de Biologia
Experimental de la Facultad de Medicina, UNAM. Se utilizaron
marcadores de pesos moleculares en el rango de 66 a 14.2 kDa
(Sigma). Los geles fueron tefiidos con 0.1% de azul de
Coomassie 250R. En la IEF se utilizaron placas de agarosa al
1% en amortiguador de barbital pH 8.4. La electroforesis de
una muestra de IgG y de suero total como testigo se realizd
en una camara de electroforesis a 3-5 V por placa, durante 3
h. En seguida, se procedié a la difusién, a 4°C por 24 h, de
una anti-gammaglobulina polivalente humana como revelador.
Las placas fueron tefiidas con azul de Coomassie, y el exceso
de colorante fue removido con &cido acético al 7%.



ADSORCION DEL S8UERO ANERGICO CON SEPHAROSE-PPD: Sueros de
pacientes tuberculosos anérgicos asi como de testigos
normales fueron aplicados a una columna de Sepharose
activada (Sigma) unida a PPD, preparada por gentileza del
Dr. Edgar Zenteno del Departamento de Bioguimica de 1la
Facultad de Medicina, y segin el procedimiento descrito por
Colizzi y cols. (32): Se equilibré la columna con ASF 0.1 M,
pH 8.2. Se aplicé a la columna 2.5 ml del suero total de
paciente anérgico o de testigo normal. Se incubé 30 min a
4°C . Después de pasar el suero por la columna 3 veces, se
colectd 1las fracciones no retenidas (FNR) mediante un
cromatégrafo Gilson Modelo 11B FC 203 (Gilson International
Medical Electronics Inc., Middleton, WO0). Se guardé cada
fraccién en congelacién a -20°C, previa concentracién de
proteinas. Se lavé la columna con el mismo amortiguador
hasta obtener una D.O. de cero. Se colecté la fraccién
retenida (FR) por la columna, eluyéndola con amortiguador de
glicina-HCl 0.1 M, pH 2.6. Se ajustaron los pH a 7.0 a cada
una de las fracciones, con TRIS-base 0.1 M, pH 9.0, y se
guardaron éstas en congelacién a -20°C previa concentracién
por Aamicon (Amicon Colexington, HMASS) utilizando una
membrana PM 10. Antes de su utilizacién, se determiné a las
fracciones, la concentracién de proteinas y la actividad
inmunoespecifica utilizando el método de ELISA indirecta
(41). Se obtuvieron 1los perfiles cromatogridficos de los
sueros adsorbidos a la columna: 1) la calibracidén de 1la
columna obtenida por las lecturas a 280 nm con solucién de
ASF pH 8.2 (Fig. 1) muestra que los valores de D.0O. no
presentan picos, encontrindose las lecturas en el rango de
0.13-0.11; 2) el perfil del suero de sujeto sano PPD , el
cual se obtuve por las lecturas a 280 nm e incluye la
fraccién no retenida (FNRN) que no ha sido adsorbida y que
muestra una caida r&pida hasta una D.O. de 0.203, valor
aproximado al de la solucién calibradora (ASF), y 1la
fraccién retenida de sujeto normal (FRN) la cual alcanza una
D.0O. de 1.963 siendo también rapidamente eluida hasta 0.520
de D.O. (Fig. 2); 3) el perfil del suero total de paciente
anérgico TBP PPD que bajo las mismas condiciones, muestra
las fracciones no retenida anérgica (FNRA) que de modo
similar a las anteriores presentan una caida r&pida de D.O.,
mientras que la fraccién retenida anérgica (FRA) es eluida
paulatinamente de la columna, con una D.O. inicial de 0.530
a una D.O. de 0.131, indicando esta caida lenta y 1la
amplitud del pico de adsorcién una mejor retencién a la
columna (Fig. 3).

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). Se mezclé la sangre con el
anticoagulante 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 (Histopaque-1077, Sigma) y se
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CURVA DE CALIBRACION

e i H |

Fig. 1. Perfil cromatogrifico de la calibracién de 1la
columna  Sepharose-PPD. Se utilizé = ASF . como . solucién
amortiquadora, pH 8.2. Las lecturas se leyeron a 280 nm.
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Fig. 2. Perfil cromatogr&fico del suero de sujeto sano
normal -PPD” tratado en columna Bepharose-PPD. La calibracién
y elucidn del material retenido en la columna se realizaron
con ASF pH 8.2 y glicina-HC1 pH 2.6, respectivamente. Las
lecturas se realizaron a 280 nm. 1) Fraccién No Retenida
" Normal (FNRN); 2) Fraccién Retenida Normal (FRN).
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i " 'SUERO . ANERGICO
FNRA 7 LU ASF o . ,ASF“54

Perfil cromatogrdfico del suerc de paciente

Fig. 3.
anérgico (TBP PPD”) tratado en la columna Sepharose-PPD. La

calibracién y elucidén se realizaron segGn la figura
Anérgica (FNRA); 2)

anterior. 1) Fraccién No Retenida
Fraccién Retenida Anérgica (FRA).
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centrifugd por 45 min a 400 g. Se separd el padquete de
células blancas, a las cuales, después de lavar 3 veces con
RPMI-1640 (Gibco Laboratories, Grand Island, .NY), se les
determiné la viabilidad usando el método de exclusién con
azgl de tripano. Finalmente, las células se ajustaron a 1 x
107 /ml, manteniéndolas en RPMI-1640 con 20 mM de
amortiguador HEPES (&cido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-
etanosulfdnico) (Gibco), suplementado con 10% de suero fetal
bovino, 2 mM de L-glutamina y piruvato (Gibco) y 50 pg/ml-de
gentamicina (Scheramex, México). Las células obtenidas
fueron separadas en poblaciones adherentes y no adherentes y
sometidas a diferentes tratamientos.

SEPARACION DE POBLACIONES ADHERENTES Y NO ADHERENTEB: Se
procedié a la separacién de 1las células en poblaciones
adherentes y no adherentes, mediante la incubacién e
botellas de cultivo (Nunc), durante 24 h de 40 x 10
células/10 ml de RPMI suplementado. Se separd el
sobrenadante enriguecido de células no adherentes y las que
permanecieron adheridas se lavaron y se despegaron de las
botellas con tripsina (Gibco) a una concentracién de 0.25%
P/V en amortiguador salino de fosfatos pH 8.0, incubando 3-5
min a 37°C. Ambas poblaciones fueron lavadas por separado,
varias veces, con RPMI suplementado. Se determiné 1la
viabilidad por exclusién con azul de tripanc. Se utilizé 1la
prueba de esterasa inespecifica (45) empleando el estuche
comercial n® 91 para esterasas (Sigma). Se cuantificé el
nimero de células esterasa positivas por cada 100 y se
determiné el total de monocitos en cada poblacién. La
poblacién de células adherentes de la mayoria de los
individuos estudiados presentd un promedio de 83% de células
esterasa positivas, mientras que en las no adherentes, el
indice promedio fue de 24%.

DETERMINACION DE ANTICUERPOE SOBRE LA SUPERFICIE CELULAR POR
LA TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA: Se procesaron para la
inmunofluorescencia (46) dos ensayos distintos. 1:  Se
utilizaron poblaciones enriquecidas de células no adherentes
previamente incubadas con suero anérgico o con suero normal,
o bien, con IgG purificadas por Sepharose- Aroteina A. Se
tomaron muestras de 20 gl conteniendo 2 x 107 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 (FITC) (Sigma), diluido 1:30
P/V en amortiquador salino de fosfatos-azul de Evans. Se
incubaron las muestras en camara humeda a 37°C durante 45
min y se lavaron 2 veces con amortiguador salino de fosfatos
pH 7.2, 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. Se procesaron
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testigos de células sin tratamiento, para determinar la
fluorescencia inespecifica. Las laminillas fueron observadas
en un microscopio de epifluorescencia y los resultados
expresan el porciento de cuatro campos 6pticos de lectura.
Se obtuvieron fotografias de 1las células fluorescentes,
empleando peliculas Ektachrome 400 Asa (Eastman Kodak Co.
Rochester, NY), a un tiempo de exposicién de 4 a 6 min con
filtro azul. 2: Se incubaron células no adherentes de
pacientes TBP Ppp* y de individuos sanos PPDT con suero
enriquecide de factor inhibitorio, con suero normal de
sujeto sano PPD” o con fracciones no retenidas en Sepharose-
PPD obtenidas de 1los sueros anérgicos o normales. Se
siguieron las condiciones de incubacién antes referidas
utilizando en estos experimentos el conjugado fluoresceinado
anti-IgG humana. Los resultados se expresaron por el indice
de fluorescencia (IF) de cada experimento, corrigiendo las
lecturas de las células de los pacientes TBP PPD” y de los
sanos PpDY tratadas con factor inhibitorio o con una
fraccidén del suero anérgico obtenida de Sepharose-PPD, de
las lecturas de las mismas células al ser tratadas por sus
respectivos testigos a partir de sueroc normal. Estas
lecturas se relacionaron con las obtenidas por células de
sujetos sanos PPD” tratadas con el factor, a través de 1la
férmula siguiente:

IF=A-8B;
c

s:.endo A el nGmero de células fluorescentes de paciente TBP
pPpt tratadas con suero anérgico o con fraccién no retenida
de este suero en Sepharose- PPD, B el numero de células
fluorescentes de pac].ente TBP PPD' tratadas con suero normal
de- sujetos sanos PPD” o con fraccién no retenida de este
suero en Sepharose-PPD; y € el nimero de células
fluorescentes de sujeto sano PPD” tratadas con suero
anérgico, fuente del factor inhibitorio. Las células fueron
contadas considerando cuatro campos épticos de lectura.

RESULTADOS

El estudio de los pacientes se complementd con los
hallazgos de laboratorio y con la respuesta al tratamiento
antifimico. Los pacientes TBP PPD" presentaron en su mayoria
escasos bacilos y evolucién favorable al tratamiento,
mientras que en los pacxentes TBP PPD~ la baciloscopia fue
abundante, no hubo mejoria clinica, desarrollaron una
respuesta pobre a los antifimicos y una evolucién critica
del padecimiento, hecho que se considera propio del estado
anérgico.



La respuesta celular de los individuos estudiados fue
determinada jin vivo por 1la intradermorreaccién al PPD. Los
pacientes TBP PPD" desarrollaron reaccién cuténea positiva,
con zonas de induracién eritematosa entre 10 y 30 mm,
mientras que los pacientes TBP PPD” se caracterizaron por la
ausencia de respuesta cuténea en repetidos desafios.

Los sueros inmunes de pacientes anérgicos, fueron
utilizados en los diferentes experimentos como muestra total
de factor inhibitorio o como fuente para los procedimientos
cromatograficos para separar la fracciédn inhibitoria.

La determinacién de anticuerpos especificos por el
método de ELISA, de un concentrado de sueros anérgicos
alcanzd lecturas promedio de densidad éptica (D.O.) desde
1.92 a 0.78, correspondiendo a las diluciones de 1:20 Yy
1:640 respectivamente; mientras gque las lecturas del
concentrado de muestras séricas de pacientes TBP PPD", a las
mismas diluciones, no sobrepasaron a los valores de 0.38 a
0.16 D.0., siendo que en los sueros de sujetos normales
donadores sanos, las lecturas promedio fueron de 0.018 D.O.,
confirmdndose la baja reactividad y negatividad de los dos
Gltimos tipos de sueros probados.

DETERMINACION DE ANTICUERPOS SOBRE LA SUPERFICIE CELULAR:

La inmunofluorescencia fue utilizada para demostrar la
presencia de inmunoglobulinas sobre la superficie de
poblaciones celulares. Células no adherentes de pacientes
TBP PPD" incubadas con suero anérgico o con suero normal,
con IgG purificadas de suero anérgico o de suero normal, o
bien con fracciones no retenidas a la columna de Sepharose-
PPD separadas de ambos sueros, fueron procesadas para
inmunofluorescencia utilizando anti-IgG o anti~IgM humana
conjugadas con fluoresceina. Células de los pacientes sin
los respectivos tratamientos, asi como células de individuos
sanos PPDY y PPD”, funcionaron como testigos en los
diferentes experimentos. La secuencia de los resultados de
inmunofluorescencia se observan en la tabla 1 y figuras 4, 5
y 6.

Cuando se observaron células de pacientes TBP ppD*Y,
sb6lo se encontrd la presencia de inmunoglobulinas en las
células no adherentes gque fueron incubadas con suero
anérgico (Fig. 4 A). Las células que fueron tratadas con
suero normal, no presentaron fluorescencia (Fig. 4 B).

Para expresar los resultados de modo cuantitativo, se
calcularon los porcientos de fluorescencia (Tabla 1) o los
indices de fluorescencia (Figs. 5 y 6).

En los resultados de la tabla 1, se incluyen los
obtenidos con células no adherentes de pacientes reactivos,
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TABL}\ 1. PRESENCTIA DE INMUNOGLOBULINAS BOBRE LA SUPERFICIE
. DE LAS CELULAB NO ADHERENTES DETERMINADA POR

INMUNOFLUOREBCENCIA
INDIVIDUOS ** - TRATAMIENTO CON $ DE FLUORESCENCIA
A IgG o SUERO ANTI-IGG  ANTI-IgM

FITC FITC

IgG ESPECIFICA*
IGG. NORMAL**

.. ANERGICO
‘NORMAL

IgG 'ESPECIFICA
IgG NORMAL
ANERGICO
NORMAL

: IgG ESPECIFICA
K IgG NORMAL

< TBp pPDY ANERGICO

R NORMAL

A 1gG ESPECIFICA
-“sano pppt ANERGICO
NORMAL

IgG ESPECIFICA
: IGG NORMAL :
sanNo ppD* ANERGICO
: NORMAL

: IgG ESPECIFICA
SANO PPD™ ANERGICO
s NORMAL

= ' IgG ESPECIFICA
- 'SANO PPD” ANERGICO
S NORMAL

Se trabajé 2 x 10% células/20 pl ASF, pH 7.2.

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

*% = IgG normal purificada a partir de suero de sujeto sano
PPD”.

Las IgG fueron obtenidas por cromatografia de afinidad en
Sepharose-proteina A.

ND = No determinado.
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Fig. 4 (A, B). Microscopia de fluorescencia de células
no adherentes de pacientes TBP pept  tratadas con suero
anérgico ° normal. Se utilizé la técnica de
inmunofluorescencia, empleando conjugado de anti-
gammaglobulinas humanas acopladas a ' isotiocianato - "de

fluoresceina (FITC) (ver detalles en Materiales. y Métodos). .=

A) - Células tratadas con suero anérgico y. reveladas: con: anti==:
IgG-FITC; 700 X. B) Células tratadas ‘conisuero’normal. y. . -
reveladas con' anti-IgG-FITC; :1750 X.. Se:  utilizé ' pelicula;
’Ektachrome 400 ‘Asa. iy ; R : ; )




14TBP PPD+ 56SANOPPD+

15 2 2.5
INDICE DE FLUORESCENCIA

Fig. 5. Indice de fluorescencia de <c¢élulas no
adherentes tratadas con suero de pacientes tuberculosos
anérgicos y reveladas con conjugado fluoresceinado anti-IgG.
Se utilizaron células de pacientes TBP PPD” y células de
sujetos sanos PPDT. Después de la separacién por Ficoll-
Hypaque, seguido de adherencia en placa, las células fueron
cosechadas e incubadas con suero anérgico como fuente de
factor inhibitorio, o con suero testigo normal de sujeto
sanos PPD”. Cada lote de células fue tratado con el
conjugado fluoresceinado anti-IgG humano. Después de la
incubacién y lavados sucesivos, se procedidé a la lectura en
microscopioc de fluorescencia. Los resultados se expresan en
indices de fluorescencia, corrigiende las lecturas de las
células de 1los pacientes TBP PPD” y de 1los sanos pPD*
tratadas con factor inhibitorio segln como se indica en
Materiales y Métodos.
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Fig. 6. Indice de fluorescencia de c¢élulas no
adherentes tratadas con fraccién no retenida de los sueros
sometidos a cromatografia de afinidad en Sepharose-PPD y
raeveladas con conjugado fluoresceinado anti-IgG. Se
utilizaron células de pacientes TBP PPD' y células de
sujetos sanos PPD”. Después de la separacién por Ficoll-
Hypaque, seguido de adherencia en placa, las células fueron
cosechadas e incubadas con la fraccién no retenida del suero
anérgico o del suero normal después de la cromatografia en
Sepharose-PPD. Cada 1lote de células fue tratado con
conjugado fluoresceinado anti-IgG humano. Después de la
incubacién y lavados sucesivos, se procedié a la lectura en
microscopio de fluorescencia. Los resultados se expresan en
indices de fluorescencia, corrigiendo las lecturas de las
células de los pacientes TBP PPD” y de los sanos PPD
tratadas con las diferentes fracciones segin como se indica
en Materiales y Métodos.
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asi’ como de testigos sanos PPDY y PPD” en condiciones de

. tratamiento con sueros anérgicos, normales, e IgG

;purificadas. Se encontraron los mas altos porcientos de
fluorescencia cuando se utilizé suero anérgico sobre las
células de pacientes TBP PPD' (18, 30 y 50%) o con IgG
especifica sobre las mismas células (49, 20 y 20%); mientras
que las células de estos pacientes TBP ppD* tratadas con
suero normal, dieron valores de 9.5, 10 y 0% y valores de 5,
2 Yy 0% cuando fueron tratadas con IgG purificada de suero
normal. Por otro lado, las células de testigos sanos peDt
también dieron valores positivos que variaron de 5-20%,
mientras que, las células de los testigos sanos PPD™
presentaron los mis bajos porcientos de fluorescencia que
variaron de 0-2%.

En las figuras 5 y 6 se observan que los indices de

fluorescencia, calculados con 1la férmula referida en
Materiales y Métodos, s6lo dieron valores positivos cuando
se utilizaron células de pacientes TBP PPD’ o de sujetos
sanos PPD* incubadas con suero anérgico, alcanzando valores
positivos maximos y minimos de 3.6 y 1.08, respectivamente
(Fig. 5). Por otro lado, los 1indices obtenidos con las
fracciones no retenidas a la columna de Sepharose-PPD fueron
negativos (Fig. 6).
Es importante mencionar que, en el procesamiento tanto del
suero de sujetos sanos PPD~ asi como de los pacientes TBP
PPD se obtuvo un volumen pequefio de la fraccién retenida en
la columna, por lo que en los subsecuentes experimentos no
se pudo contar con suficiente cantidad para utilizarlas como
fuente de factor inhibitorio, y por 1lo tanto, algunos
experimentos fueron disefiados para comprobar la ausencia del
factor inhibitorio en la fraccién no retenida en columna de
los sueros referidos, en comparacién con el suerc total
anérgico utilizado como fuente del mismo.

Previa a su utilizacién en los experimentos de
inmunofluorescencia, se determindé la reactividad a PPD y la
pureza de las IgG obtenidas.

Los resultados de ELISA mostraron que la IgG purificada
de suero anérgico presenta una alta actividad antigeno-
especifica, dando una D.0O. de 0.56 correspondiendo esta
lectura a 1la dilucién 1:160 mientras que para 1la IgG
separada de suero normal la D.O. promedio para todas las
diluciones fue de 0.016.

Las IgG fueron ademas analizadas en PAGE-SDS (Fig. 7) y
en 1EF {Fig. 8). La separacidn de dos bandas
correspondientes a las cadenas ligeras y pesadas, procesadas
en condiciones de reduccidén, y el comportamiento similar de
una IgG testigo sugieren una buena purificacién (Fig. 7);
como corolario de esta purificacién se observa por IEF que
una anti-IgG humana revela la IgG anérgica con su
desplazamiento tipico al polo catédico (Fig. 8).

Por {ltimo, se determiné por ELISA 1la actividad
antigeno-especifica de los sueros previa cromatografia en
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- Fig. 7. EBlectroforesis en gel de poliacrilamida-Sps de
las IgG purificadas. Las condiciones del PAGE-SDS se
detallan en Materiales y Métodos. 1) Patrdén de pesos
moleculares; 2) IgG de suero inmune; 3) IgG de suero normal;
4) IgG testigo.
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Fig. . 8. Inmunoelectroforesis de las IgG purificadas.
.iLas - condiciones de la IEF se detallan en Materiales vy
Métodos. A) IgG de suero inmune; B) Suero de sujeto sano
PPD” ; C) Anti-gammaglobulina polivalente humana.
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. Sepharose-PPD, y de las fracciones no retenidas y retenidas

en la columna, aunque éstas ultimas. una vez concentradas
o, fueron recuperadas a muy pequefio volumen. Las lecturas del
'suero anérgico y su respectiva fraccién retenida en columna
dieron los . valores ma&s altos de D.O. de 0.54 y 0.65,
correspondientes a las diluciones iniciales de 1:40 y sus
lecturas fueron positivas hasta la dilucién 1:1280; aftn
considerando las correcciones con los valores del suero
testigo de sujetos sanos PPD”. Las fracciones no retenidas
procedentes de los diferentes sueros anérgicos o normales
fueron invariablemente negativas, con D.O. cercanas a cero.

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 (21-24, 27-
30, 47, 48). En tales circunstancias, estas enfermedades
comparten caracteristicas de baja o ausente reactividad
celular, hecho que es conocido como anergia (22) y que
coincide con niveles elevados de anticuerpos. Normalmente,
la existencia de este estado es simulténeo a la persistencia
del microorganismo intracelularmente.

Aungue existen diferentes estudios sobre la interaccién
entre respuesta humoral y celular en el padecimiento
tuberculoso, los realizados por Mejia-Lépez y cols. (37)
sugieren que los anticuerpos presentes en el suero inmune de
pacientes tuberculosos anérgicos, son los posibles
responsables de la inhibicién de 1la respuesta celular,
determinada por la prueba de transformacién linfocitica
(37). La inhibicidén fue obtenida solamente con suero inmune
que contenia altos titulos de anticuerpos anti-PPD, lo que
apoya un reconocimiento especifico por anticuerpos, y
descarta la participacién de otros componentes séricos como
C3, proteina C-reactiva y el-anti-tripsina que no tienen un
comportamiento especifico pero que han sido comprometidos en
la regulacién de la respuesta celular. Los mismos autores
(37, 38) demuestran que el suero inmune anérgico no actaa
sobre la respuesta mitogénica inducida por la PHA, confirman
el efecto especifico de la inhibicién por suero y sugieren
que los receptores celulares para el mitégeno PHA no fueron
bloqueados (37). Por otro lado, sus datos publicados
sugieren ademéds, que el componente inhibitorio del suero se
encuentra probablemente unido a la superficie de las células
no adherentes originarias de los pacientes anérgicos (37,
38). Este hecho fue confirmado por el trabajo de Mejia-Lépez
(39), que encuentra que las células de pacientes TBP PPD
estaban cubiertas de IgG desde su origen, puesto gque son
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reveladas con el conjugado fluoresceinado anti-IgG. Con . base
en estos antecedentes, en el presente trabajo se investigé
la poblacién celular capaz de ser afectada en presencia del
suero anti-tuberculoso anérgico, y ademds, se caracterizé el
componente sérico responsable del efecto de inhibicién, asi
como, su naturaleza y reactividad especifica. :

Los sueros utilizados en los diferentes experimentos’
fueron sometidos a la determinacién de anticuerpos
especificos anti~-PPD, confirmé&ndose la alta respuesta de los
sueros provenientes de pacientes anérgicos, los cuales
dieron las mds altas lecturas de densidad éptica (D.O.),
comparadas con los sueros de sujetos normales, donadores
sanos, cuyas lecturas se aproximaron a una D.O. de cero.

La presencia de anticuerpos de la clase IgG sobre la
superficie de células no adherentes, de pacientes TBP PPD” y
de sujetos sanos PPDV, tratadas con suero anérgico o con IgG
especifica, fue confirmada por inmunofluorescencia indirecta
(Tabla 1 y Figs. 4-6). La eliminacién del factor por
cromatografia de afinidad en Sepharose-PPD, comprueba el
caracter especifico de éste y la necesidad de su presencia
para dque se manifieste fluorescencia en las células
reactivas a PPD tratadas con anti-IgG conjugada a FITC. En
un modelo infeccioso similar, Bullock y Fasal (49)
identificaron a una IgG como responsable de la inhibicién de
la respuesta celular en la lepra lepromatosa, la cual se
encuentra aumentada en estos pacientes, lo gue concuerda con
la informacién presente para el modelo tuberculoso.
Finalmente Bjune y cols. (50), demostraron que el factor
inhibitorio en lepra es capaz de atravesar placenta, lo que
apoya su posible naturaleza inmunoglobulinica sugiriendo que
es un anticuerpo de clase IgG.

Nuestros hallazgos apoyan el carécter especifico del
factor inhibitorio del suero anérgico puesto que sélo se
encuentra en sueros inmunes con altos titulos de anticuerpos
para Mycobacterium y es eliminado por 1la adsorcién en
Sepharose-PPD. Ademas, se sabe que no interfiere en la
estimulacién inducida por la PHA segin se demostré en
trabajos previos (37, 38). Nuestros resultados sugieren
ademas que el factor inhibitorio podria ser un anticuerpo de
clase IgG porque se encuentra enriquecide en la fraccién
obtenida por cromatografia de Sepharose-proteina A y es
revelado en fluorescencia por una anti-IgG FITC.

En este contexto, el factor actda uniéndose a un
componente de la superficie celular, posiblemente sobre el
receptor para el antigeno. Este efecto podria ser de tipo
anti-receptor, dquizds por un reconocimiento a través de
autoanticuerpos anti-idiotipo o bien de anticuerpos anti-
Mycobacterium tuberculosis con actividad anti-idiotipica
cruzada. Este planteamiento estd apoyado por el trabajo de
Colizzi y cols. (32) quienes sugieren la existencia de esta



accidén . anti-receptor. En .las enfermedades crénicas. hay
produccién de auto-anticuerpos. En el caso particular de las
micobacterias, se ha reportado gque existe mimetismo
molecular, provocando reactividad cruzada entre varios
determinantes de 1las micobacterias y componentes del
hospedero, induciéndose asi condiciones de autoinmunidad en
individuos susceptibles (51). Los experimentos realizados en
el presente estudio, no fueron orientados a la determinacién
del efecto anti-receptor, sin embargo, esto sera motivo de
investigaciones futuras.

Se han descrito anticuerpos con actividad anti-
linfocito en el suero de pacientes con lepra (52), asi como
también se han demostrado anticuerpos de clase IgM e IgG
anti-timocito (53), aunque, no se ha encontrado correlacién
entre los niveles de estos anticuerpos y una depresién en la
proliferacién de 1linfocitos en respuesta a antigenos
micobacterianos.

Es importante destacar que los resultados de la
inmunofluorescencia, confirman que la poblacién no adherente
es la que estéd comprometida con el fendmeno de inhibicién, y
que el efecto es especifico. Nuestros dates demuestran que
es el suero inmune anérgico, particularmente 1la IgG
especifica, el componente sérico gque actia posiblemente
uniéndose a la superficie de células no adherentes e
impidiendo la estimulacién de éstas por el antigeno PPD.
Serd motivo de investigaciones futuras, caracterizar con
anticuerpos monoclonales la subpoblacién celular que
interacciona <con el -factor, y probar en un modelo
experimental un tratamiento modulador de la respuesta inmune
gue revierta in vivo las condiciones de anergia celular en
la tuberculosis .
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