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RESUMEN

La Iepra continua siendo un problema de salud en muchas partes del mundo, se estima que aproximadamente
10-12 millones de personas en paises en vias desarrollo padecen algin tipo de lepra. La inmunidad celular es
fa principal defensa contra Mycobacterium leprae, pero también es la responsable del dario en los tejidos del
huésped con la enfermedad avanzada. En este trabajo se estudié el reconocimiento inmune celular vla
produccin de IFN-y inducida por un nuevo antigeno recombinante rico en serina de 45 kDa de Mleprae y los
antigenos de 10 kDa, 30-31 kDa y 65 kDa de M. leprae, ademas del sonicado del bacilo (Mison), tuberculina
(PPD)} y un mitégeno de linfocito T, la fitohemaglutinina (PHA). Para los ensayos de proliferacion celular
con timidtna tritiada, se utilizaron células mononucleares de sangre periférica y los sobrenadantes de los
cultivos se usaron para la deteccion de [FN-y por ELISA. Se estudiaron 45 pacientes con Iepra multibacilar y
14 paucibacilares; 19 contactos intradomiciharios; 20 individuos sanos de zonas endémicas y 19 pacientes
con tuberculosis pulmonar activa. Los resultados mostraron que en los contactos intradomiciliarios y
pacicntes con Jepra existia una fuerte correlacion entre el reconocimiento inmune celular ¥ la secrecidn de
1IFN-7 con el antigeno de 45 kDa de M Jeprae. La proliferacidn celular y produccion de IFN+y resultd ser
mayar cn paucibacilares que en los multibacilares, ademds se detecté un bajo reconocimiento en las células de
pacientes con tuberculosis y de individues de zonas endémicas de lepra. Se observd que los pacientes
multibacilares que no respondieran a Mlson fugron positivos al antigeno de 45 kDa. La respuesta celular y
sccrecion de [FN-y af antigeno de 30-31 kDa de Mleprae fue elevada en todos los grupos, en especial en Jos
pacicntes con lepra, asi como en los pacientes con tuberculosis. Esto hace que ¢l antigeno de 30-31 kDa de
M.leprae no sea totalmente especifico. Los antigenos de 10 kDa y 65 kDa de M.Jeprae mostraron un alto
reconocimiento en pacientes con lepra multibacilar, en individuos de zonas endémicas y especialmente en
pacientes tuberculosos, Finalmente se obtuvieron en todos los grupos mayores indices de estimulacién celular
y de IFN-y con la tuberculina (PPD), que con cf sonicado de M.leprae (Mlson). Los resultados sugieren que
¢l antigeno de 45 kDa de M.feprae es capaz de inducir linfocitos del tipo Thl vy la liberacion de citocinas

asociadas a la activacién de la inmunidad celular tal como el IFN-y,



1. ANTECEDENTES

1.} Concepto.

La lepra es una enfermedad infecto contagiosa, cronica granulomatosa causada por el bacilo
intracelular Mycobacterium leprae, que afecta principalmente nervios periféricos, piel y la mucosa

superior de} tracto respiratorio (1).

1.2 Antecedentes Histdricos.

La lepra es una de las enfermedades mis antiguas en el mundo, probablemente tuvo su
origen en la India hace 600 afios a.C. en donde se le conocia como Kushtha. En China el primer
registro se encuentra en uno de los libros clasicos de medicina, el Nei Jing escrito hace 400 a.C,,
donde se describe una enfermedad llamada Dafeng  La primera evidencia indiscutible con lesiones
Oseas se observd en una momia egipcia del siglo 2 a.C. La enfermedad se disperso en la region del
Mediterraneo cuando los soldados de Alejandro el Grande regresaron de las campafias realizadas en
fa India en los afios 327-326 a.C. En Europa entre los afios 1050 y 1348 1a lepra fue tan abundante
que llegaron a existir miles de leprosarios, en donde se mantenian a los enfermos aislados en
condiciones deplorables de segregacion, falta de higiene y alimentacion. Por lo desagradable de las
lesiones causadas por la lepra, se consideraba como un castigo divino a los pecadores y herejes. La
lepra empezd a disminuir en ese continente en el siglo XV, aunque todavia se encuentran algunas
regiones endémicas de bajo nivel en Portugal, Espaiia, Italia, Grecia, Chipre v la regién Sudoeste de
Rusia Durante los siglos XVI y XVIIL, la lepra se disemind al continente Americano por el
comercio de esclavos que eran llevados de Portugal a Brasil y de Africa a las Antillas y a

Sudamérica. En nuestro pais la lepra se dispersd durante la conquista. En 1528 Hernsn Cortés fundé



el primer leprosario, el Hospital de San Lazaro. Fue ahi donde en el afio 1842 el Dr. Ladislao de la
Pascua publico sus experiencias clinicas con los pacientes con lepra, en 1852 el Dr. Rafael Lucio
describi6 1a variedad de lepra denominada manchada, actualmente conocida como lepra lepromatosa
difusa o de Lucio. En 1873 el bacilo fué descubierto por Gerhard Hendrik Hansen médico noryego
que observo en cortes de lesiones de pacientes con lepra, la presencia constante de pequefios
bastones intracelulares, asocidndolos como los agentes casuales de la enfermedad. Por ésto
M.leprae fue el primer patdgeno bacteriano en ser descrito Aungque el organismo no se ha cultivado
i viiro hasta la fecha se le clasifica como una micobacteria por ser un bacile Acido-alcohol
resistente, presentar icido micélico, contener el glicolipido fendlico I con un trisacarido que es
especifico a M. leprae, ademés de tener la subunidad 168 del RNA ribosomal y estar asociado con Ja

formacién de granulomas (1, 2).

1.3 Morfologia de Mycobacterium leprae.

El bacilo de la lepra es Gram positivo y morfolégicamente pleomérfico, ya que puede ser
recto o curvo, con un tamaiio promedio 1.8 x 0.3 um. En biopsias de pacientes multibacilares se
observan en microscopia de luz la formacién de masas compactas denominadas globias, las cuales se
encuentran rodeadas por una membrana y contienen por lo general entre 50 y 400 bacilos (2, 3).

Los estudios de microscopia electrénica muestran que la pared celular de M.Jeprae ests
conslituida por tres capas, una capa interna electrodensa formada por péptidoglicanos, una capa
media electrotransparente compuesta principalmente por largas cadenas del 4cidos grasos acilo
micocerosil y de arabinogalactano, el mayor carbohidrato en M.leprae y finalmente una capa externa
constituida por carbohidratos en los que en su parte terminal se incluyen sacaridos de

hpoarabmomanana (LAM) y glicolipido fendlico (GPL-1), este tltimo es secretado por el bacilo en



grandes cantidades y es uno de los antigenos mas abundantes en tejidos infectados y ampliamente
estudiado en diversas pruebas inmunoldgicas Al tefiir el bacilo de Hansen con la técnica de Zichl-
Neelsen se visualiza un granulo metacromatico cercano al pole o en el centro, la funcién de este
granulo hasta el momento no se ha definido (3, 4).

La permanencia y sobrevivencia de Ad.Jeprae dentro del fagosoma en el macrofago todavia
no es muy clara Recientemente se ha identificado con anticuerpos monoclonales una proteina de 28
kDa, Ja cual tiene una actividad de superdxido dismutasa. Por sus caracteristicas esta proteina
pertenece a la familia de ias proteinas de choque térmico. Esta superéxido dismutasa se encuentra
presente en el 55% de tejidos infectados de pacientes con lepra y estd involucrada en la resistencia a
los metabolitos del oxigeno durante el estallido respiratorio (5). Otro antigeno importante es el
ghicolipido fendlico 1 (PGL-I} que esta presente en la pared celular y es secretado en grandes
concentraciones este actila como una barrera contra los radicales de! oxigeno sin embargo, también
se sugiere que podria tener alguna funcidn en la inhibicién de la formacion del fagolisosoma (4).

E! crecimiento 6ptimo de M. /eprae tiene lugar a 30°C, lo cual refleja la predileccidn de este
organismo por la piel y la mucosa superior del tracto respiratorio. Puede crecer también muy
lentamente en extremidades de animales homeotermos como es el raton, en donde crece con un
tiempo de replicacion de 11-13 dias en el cojinete plantar. En el armadillo de nueve bandas
(Dasypus novemcincius) en donde produce lepromas después de un afio de la infeccion, con indices
bacteriolégicos de mil millones de bacilos por gramo de tejido. Estas grandes cantidades de bacilos
son aprovechadas para la elaboracion del reactivo usado para la intradermoreaccion denominado

lepromina (6, 7).



El genoma de M.Jeprae se encuenira concentrado en un solo cromosoma circular con

tamafio de 2.2 x 10° Da , con una concentracién de guanina y citocina del 58% (8).

1.4 Espectro de la lepra.

La lepra es una enfermedad polimérfica, se encuentra en el transcurso de ésta una amplia
gama de manifestaciones clinicas, pero existen dos polos; las formas lepromatosa y la tuberculoide.

La clasificactén realizada por Ridley y Jopling (9), es aceptada internacionalmente y se basa
en los critenos clinicos, bacterioldgicos, inmunolégicos e histologicos; en ésta se incluyen los tipos
Tuberculoide (TT), Tuberculoide limitrofe (BT), Limitrofe (BB), lepromatoso limitrofe (BL) y
lepromatosc (LL) Esta clasificacién correlaciona con los diversos tipos de manifestaciones clinicas
e inmunoldgicas encontradas durante la enfermedad (Figura 1)

La lepra tuberculoide (TT) es la forma no sistémica y puede curar espontineamente, fas
lesiones se localizan en piel y en nervios periféricos, se presentan como placas anestésicas infiltradas
generalmente en cara, nuca, miembros y regiones glateas. En las lesiones se encuentran un gran
infiltrado de linfocitos alrededor de células epiteloides y hay pocas bacilos en las células infectadas.
La respuesta de proliferacion celular es similar a la encontrada en individuos normales, por lo que la
reaccion a la lepromina es positiva (7, 8, 9).

La forma tuberculoide limitrofe (BT) es una forma inestable que induce numerosas lesiones
en la piel. Esta presenta una menor infiltracion celular que en la forma tuberculoide. La respuesta

celular in vitro e in vivo disminuiye a diveros antigenos incluyendo a la lepromina (7, 9).
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Figura 1. Espectro de la Lepra,

La lepra limitrofe (BB) es la forma clinica intermedia de la enfermedad y dependiendo de la
respuesta celular contra el bacilo puede migrar al polo tuberculoide o hacia la forma lepromatosa.
Durante esta etapa se observan un gran nimero de globias, con titulos séricos de anticuerpos de
isotipo 1gG anti-M./eprae incrementados con relacion inversa a la respuesta celular in vifro, asi
como una disminucion en la respuesta desarrollada a [a lepromina, hay una mayor formacién de
placas hipocromicas y anestésicas que causan un mayor dafio en nervios periféricos, las lesiones se
focalizan en tronco, ghiteos y extremidades del cuerpo.

En la forma limitrofe lepromatosa (BL), las lesiones pueden variar de placas hipocrémicas y

anestésicas hasta la presencia de nodulos, el dafio en los nervios periféricos es predominante y el

6



indice bacterioldgico es alto, se encuentran escasos linfocitos y células epiteloides, hay una
negativizacién a la lepromina y existe una baja respuesta proliferativa celular de linfocitos T a
diversos antigenos de M. leprae, asi como al mitégeno concanavalina A; los niveles de anticuerpos
en este 1ipo de la enfermedad se encuentran aumentados (6, 7).

La lepra lepromatosa (LL) constituye el tipo progresivo, sistémico y transmisible de la
enfermedad. Por las caracteristicas de las lesiones existen dos variedades clinicas importantes: la
nodular y la difusa En ambas formas se encuentra un gran nimero de bacilos intracelulares en
macrofagos, células de Virchow y sangre. En este caso la respuesta celular es baja para la mayorfa
de los antigenos obtenidos de M./eprae y para ciertos mitdgenos. Sin embargo, se encuentran altas
concentraciones de citocinas relacionadas con linfocitos Th2. Los titulos de anticuerpos son
elevados, asi como la formacién de complejos inmunes. En los nervios el dafio es simétrico,
progresivo y es frecuente encontrar en los pacientes con este tipo de lepra la destruccién del
cartilago nasal del hueso (6, 7, 8)

En el paciente multibacilar se presentan dos tipos de manifestaciones clinicas importantes
denominadas reacciones leprosas basadas en la respuesta inmune desarrollada contra el bacilo. La
reaccion de reversa tipo [ esta asociada con un répido incremento de hipersensibilidad retardada y se
presenta frecuentemente después de realizar un cambio en el tratamiento del paciente. Es comin en
este caso la formacion de dlceras y abscesos en las extremidades, cara v en el nervio cubital. La
reaccion tipo II, se caracteriza por la formacién de complejos inmunes, se presenta en pacientes
lepromatosos con eritema nodoso (LLN) y ocasionalmente en el tipo limitrofe lepromatoso (BL).

Las lesiones con forma nodular aparecen en las extremidades ¥ en cara, aunque las manifestaciones



pueden ocurnr en otras partes del cuerpo en las que se ncluyen ojos, huesos, nodulos linfaticos,

rifones y testiculos (10, 11)

1.5 Epidemiologia.

La lepra es una enfermedad cosmopolita, pero predomina en regiones subtropicales y
tropicales del mundo, es transmitida esencialmente de un humano a otro por contacto prolongado
con algin paciente multibacilar. El periodo de mcubacion es de uno a veinte afios y en los
individuos multibacilares son la principal fuente del microorganismo; es posible que la forma de
infeccidn se lleve a cabo por el contacto de la piel con lesiones abiertas de Glceras de pacientes
multibacitares sin tratar 6 por el contacto de fomites, que al tener acceso a la mucosa nasal o del
tracto respiratorio de individuos susceptibles pueden permitir el desarrolio de la enfermedad. Por la
distribucion geografica de la lepra, se sugiere que las condiciones socioecondmicas y el medio
ambiente son factores relevantes para su prevalencia. La enfermedad afecta principalmente
individuos entre 30 y 50 afios de edad y es méis comin en Jos hombres que en las mujeres, esta
diferencia es mayor en la edad adulta que en la infancia, aunque no se ha demostrado hasta el
momento la posible influencia hormanal en la susceptibilidad a la enfermedad. Existe una
participacion de ciertos genes ligados al HLA que determinan la susceptibilidad para desarrollar un
tipo determinado de lepra, los marcadores HLA-DR2 y HLA-DR3 se relacionan con las formas
paucibacilares y los HLA-DQw1 se asocian con tipos multibacilares (12, 13, 14},

Actulamente en México las campafias realizadas por el Programa Nacional de Control de la
Lepra, utiliza esquemas terapéuticos multimedicamentosos que previenen la posible resistencia del

bacilo y estan formulados a base de sulfona acompafiada de rifampicina y clofazimina, El uso de la



pohquimioterapia por espacio de cinco afios ha modificado la distribucion de la lepra y la tasa de

prevalencia (15), asi como Ja tendencia de la enfermedad (Tabla I)

TABLAI  EVOLUCION DE LA PREVALENCIA
DE LA LEPRA EN MEXICO.

® INICIQ DE ** ACTUAL
POLIQUIOMITERAFPIA
ESTATO CASOS TASA CAS0OS TASA CAS0OS CURADOSA

AGUASCALIENTES 77 1.1 31 04 52
RAIA CALIFORNIA NORTE 192 14 105 0.5 42
BAIA CALIFORNIA SUR S50 15 16 04 26
CANPECHE 12 02 12 0.2 0
CHIAPAS 17 0.1 33 01 0
CHIHUAHUA 97 04 45 072 10
COAHUILA 101 0.5 52 02 3
COLIMA 522 123 24 05 541
GISTRITO FEDERAL 1151 11 283 04 4
BURANGO 197 1.4 170 1.2 4
ESTATO DE MEICO 441 04 74 0.1 148
GUANAJUATO 2431 8.9 765 1.7 1227
SUERRERO 570 2.2 143 0.5 566
HIDALGO 10 0.1 21 0.1 0
INISCO 3177 B.0 449 0.8 1749
WMICHOACAN 1865 a5 535 1.4 838
MORELOS 270 2.1 53 0.4 140
HAYARIT 567 6.6 144 1.7 534
HUEVO LEON 186 0.6 392 1.1 12
OAXACA 136 0.5 109 6.3 24
PUEBLA 26 0.1 27 0.1 0
QUERETARO F74 1.8 22 0.2 183
QUINTANA ROO 7 0.2 8 0.1 0
SAM LUIS POTOS! 77 0.4 6l 0.3 5]
SINALOA 2838 11.7 1594 6.6 1231
SONORA 6i2 34 {45 0.7 473
TABASCO | ¥4 0.1 12 0.1 0
TAMAULIPAS 268 12 267 1.1 27
TLAXCALA 3 01 7 0.1 0
YVERACRUZ a5 01 115 02 0
TUCATAN Z20 1.7 154 1.0 40
ZACATECAS T M43 1.9 228 17 6

TOTAL 16684 20 B106 06 7946

1989 1985 & Casos Totales



La constitucion quimica de fa pared celular del bacilo de Hansen confiere cierta resistencia
para la evasion de la respuesta inmune y es uno de los factores més importantes que intervienen en
Ja viabilidad del M. /eprae fuera del cuerpo del paciente. Los estudios realizados bajo diversas
condiciones adversas para bacilos de M.leprae obtenidos de pacientes sin tratarniento, demuestran
que en condiciones de humedas el bacilo sobrevive por 5 meses, en humedad con sol vive 46 dias,
mientras que en solucién salina a temperatura ambiente llega a sobrevivir solamente hasta 60 dias;
sorpresivamente el organismo expuesto directamente al sol 3 horas diarias sobrevive por 7 dias; en
refrigeracion a 4°C se preserva hasta 60 dias Estos resuitados indican que M. /eprae puede lograr
sobrevivir bajo diferentes condiciones ambientales extremas en ciertas dreas endémicas por perfodos
de uempo variables  Esta resistencia influye en la transmision de la enfermedad a huéspedes

susceptibles (16, 17).

1.6 Respuesta Inmune a Mycobacterium leprae.

1.6.1. Inmunidad Humoral.

Durante el transcurso de a enfermedad se ha observado Ja presencia de anticuerpos contra
una gran vanedad de antigenos anti-M./eprae que se encuentran en estrecha relacién con el indice
bacteriologico, lo que demuesira que los anticuerpos no tienen un papel determinante en los
mecanismos de proteccion inmune El incremento de bacilos contribuye a la patogénesis de la
reaccion leprosa tipo I, presentiandose un efecto de adyuvante para la activacion policlonal de
linfocttos B y lo cual contribuye a la produccidn de autoanticuerpos anti-DNA nuclear, anti-
esperma, antt-globulinas y anti-cardiolipina, asi como un incremento de complejos inmunes anti-
micobactena circulantes que promueven reacciones de hipersensibilidad tipo Il que son

responsables en gran parte del dafio tisular observado en la reaccion tipo 11 (18).



La respuesta inicial a M.leprae, en la mayoria de los pacientes es por anticuerpos del isotipo
IgM  Estos anticuerpos son dirigidos contra el glicolipido fendlico I (PGL-1), y se incrementan de
acvwerdo a la cronicidad de la enfermedad. En los contactos intradomiciliarios, los niveles de
anticuerpos del isotipo IgM llegan a ser mas altos que los encontrados en individuos sanos de zonas
endémicas, ésto sugiere que la determinacidon de anticuerpos anti-PGL-I tiene sensibilidad en una

prueba serologica en pacientes multibacilares pero no en los casos paucibacifares (19, 20},

1.6.2. Activacidn del Complemento.

La capa externa de la pared celular del bacilo de Hansen funciona como un sitio de
reconocimiento para los macréfagos e induce el acceso de la bacteria a su interior por medio de la
fagocitosis a través de los receptores CR1 {CD35), CR3 (CDI1b/CD18) y CR4 (CD11¢/CD18),
mecanismo de fagocitosis totalmente independiente de Jos receptores para inmumoglobulinas {FcR)
Los estudios recientes indican que el trisacarido terminal y el 4cido graso micocerosil presentes en el
PGL-I unen avidamente al componente C3b del complemento por las via clasica y alternativa
(Figura 2). Sin embargo, estd opsonizacion no llega a ser suficiente para activar los mecanismos del
estallido respiratorio una vez que el bacilo se encuentra dentro del macrofago, por lo que se sugiere
que los receptores del complemento, en especial el CR3, proveen al M.Jeprae un acceso seguro al
interior de la célula mononuclear, ¢ incrementa la posibilidad de multiplicacion de éste sin llegar a
inducir los mecanismos de defensa innata del huésped. Por otro lado, se ha descrito que la segunda
molécula, la LAM que se encuentra en grandes concentraciones no fija C3b (21, 22).

Diversos estudios indican que la fijacion de C3b y Clq al PGL-1 de M./eprae es gencrada

por la presencia de pequefias concentraciones de anticuerpos naturales IgG e IgM en sueros no



inmuncs capaces de incrementar la fagocitosis por macrofagos y la sxpresion de moléculas de
adhesidn de tipo de las integrinas en diferentes tipos celulares (23}

Durante la reaccion leprosa tipo [, los componentes de! complemento de la via clasica, Clq y
(4, muestran una disminucidn en la concentracion sérica. Por otra parte, en fa reaccion leprosa del
itpo H los componentes C3b y el factor B de la via alterna se incrementan de forma significativa, lo
que explica la inmunopatologia de las lesiones por complejos inmunes en esta (ltima reaccion (24,

25)
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Figura 2. La fagocitosis de M.leprae es mediada por el reconocimiento del trisacdrido
terminal presente en el PGLE-1, por fragmentos C3b del complemente y la participacién de los
receptores CR1, CR3 y CR4 de células fagociticas.



1.6.3 Inmunidad Celular,

En la lepra, el estandar de medicién de la respuesta celular que también se usa para la
clasificacion clinica de Jos pacientes es Ja reaccién de Mitsuda. El reactivo de lepromina se elabora
con bacilos muertos e intactos, obtenidos de tejidos de armadillos. La reaccién de Mitsuda se
presenta 3-4 semanas después de la inyeccidn intradérmica de la lepromina y esta histologicamente
caracterizada por la presencia de un granuloma. La prueba es positiva solo en individuos sanos o en
pacientes con una resistencia progresiva a la infeccion con M./eprae (pacientes tubercu'oides y
contactos intradomiciliarios) y negativa en pacientes multibacilares, lo cual provee una excelente
oportunidad para estudiar los diferentes procesos de inmunidad celular, secrecion de citocinas y

cventos de tolerancia que se desarrollan en la lepra (Figura 3.).
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Figura 3. Estimulacién de |a respuesta inmune celular

durante la infeccién con Mycobacterium leprae.



Los estudios in wiro e in vivo sefialan que solo un grupo muy limitado de antigenos son
reconocidos por linfocitos T provenientes de lesiones de pacientes positivos a la prueba de Mitsuda,
ademas se sabe gque hay una sobreexpresion de los genes de las regiones variables Vo, pero la
familia de genes V[ (en especial los genes VB2, V36, v VB13.1) es la que define el repertorio
antigénico de reconocimiento para linfocitos Th-1 en células mononucleares con el haplotipo HLA-
DR15 de pacientes wberculoides y lepromatoses con reaccion leprosa tipo I (26, 27). En contraste,
los genes VP12, VB14 y VP19 se involucran con eventos de autoinmunidad en pacientes
multibacilares (28, 29)

En el modelo murine los linfocitos T estimulados con antigenos de micobacterias muestran
que dependiendo del patron de citocinas que secretan pueden ser subdivididos en dos grupos
distintos: Los linfocitos Thl producen IL-2, IFN-y y TNF-B, involucrados en la respuesta inmune
celular y en la activacion de macréfagos infectados con M feprae. (30). Este tipo de respuesta por
infocitos Thi se encuentra involucrada en las reacciones de hipersensibilidad tardia y activacién de
macrdfagos, mientras que ¢l otro tipo de linfocitos cooperadores, los Th2 se encuentran presentes
en las formas multibacilares y secretan las citocinas IL-4, IL-5, IL-6 e [L-10. Estas citocinas se
asocian con la activacién policlonal de linfocitos B y la produccion de anticuerpos con diversas
afinidades. Recientemente, diversos estudios in vifro indican un patrdn similar de genes para la
secrecion de citocinas producidas en linfocitos Th1l y Th2 de pacientes con lepra tuberculoide y
lepromatosa También se ha demostrado en estos pacientes que el incremento y la funcion de
infocitos Thl y Th2 se encuentra en relacion inversa (30).

Algunos investigadores indican que durante la proliferacion de melanocitos estimulados con

antigenos crudos y recombinantes de M. leprae, se incrementa la induccion de clonas de linfocitos T



CD4" y CD8’, la secrecion de citocinas IL-1B ¢ IL-10 y se induce la expresién de moléculas de
adhesion ICAM-1/LAF-1 y LFA-3/CD2.  Estas moléculas coestimulatorias se encuentran
involucradas en enfermedades autoimnunes tal como el vitifigo. La expresién y activacién de estas
moléculas estan correlacionadas con la lisis celular mediada por linfocitos T CD8* y CD4". Esto
repercute en la patogénesis de la enfermedad, manifestandose como hipopigmentacién e inflamacién
de a piel de los pacientes con vitiligo y lepra tuberculoide (31, 32).

Varios investigadores han demostrado que los linfocitos T ¥§ se encuentran presentes entre
un 1-9% en la sangre periférica de pacientes con Jepra y favorecen la resistencia del hospedero. La
profiferacion de los linfocitos en estos pacientes se incrementa entre 2 vy 20 veces mas al ser
estimulados con artigenos de M.leprae, M.tuberculosis o Staphylococcus aureus (33). 1La
activacion celular de los linfocitos ¥8 parece estar correlacionada con la expresion del RNAm y la
sintesis de IL-2, con la actividad citolitica de células infectadas. Otros autores sefialan que los altos
porcentajes descritros de células ¥8 que se encuentran circundantes a las lesiones necréticas en la
hinfadenitis tuberculosa de los pacientes con lepra limitrofe (BB), no estan involucrados en la
formacién de granulomas ni en procesos los histopatolégicos. Recientemente se publicaron datos
de que los linfocitos ¥5 tienen accion reguladora sobre linfocitos CD8’, CD4" y NK (natural killer)
durante la proteccién contra micobacterias, no obstante Ja participacion de estos linfocitos an no es
del todo clara en la lepra (34, 35).

La lepra lepromatosa tiene importancia especial en los procesos involucrados en la
mmunoregulacion. Asi se ha encontrado i vivo una ausencia parcial o total en la respuesta celular a
antigenos de M.leprae.  Esto hace que la lepra sea un modelo tico para el estudio de los

mecanismos de tolerancia. En la mayoria de los pacientes lepromatosos la falta de respuesta no es



irreversible, puesto gue cuando se emplean citocinas recombinantes del tipo Thl, se induce la
inmunocompetencia del paciente y favoreciendose fa curacion del mismo. Diversos estudios i vitro
sefalan que en los pacientes lepromatosos se presenta una supresion de linfocitos CD4" contra
antigenos de M. Jeprae, estd inmunosupresion parece estar mediada por células supresoras (Ts) con
marcador CD8*. El fenotipo de tales células supresoras provenientes de biopsias de pie! o de sangre
de pacientes multibacilares, indican que expresan los marcadores de membrana CD8’, CD4", CD3",
HLA-DR', FcR',CD28 v TCR «ff. Al carecer de la expresidn del marcador CD28, estas células
difieren de las CD8" citotdxicas, mientras que otros investigadores indican que clonas Ts
provementes de pacientes lepromatosos, son dependientes del polimorfismo de las cadenas a3 del
TCR y sugieren que el haplotipo HLA-DQ es propicio para los elementos de supresion que se
desarrolla a los antigenos de M. feprae (36).

(ra posible explicacion de la supresion de linfocitos T se basa en la explicacion del bloqueo
por anticuerpos, a través de complejos inmunes circulantes. Estos estudios fundamentan que los
anticuerpos obtenidos de pacientes multibacilares LLN y BL en presencia de un extracto crudo de
M leprae, tiene efectos supresivos en la proliferacion celular de linfocitos T de individuos
respondedores sanos, estos efectos supresivos no se registraran en la proliferacion de linfocitos
activados con la tuberculina (PPD) ni en pacientes con lepra tuberculoide (37).

Un gran niimero de procesos han sido involucrados para explicar la falta de respuesta celular
para anligenos propios y extrafios, en los que se incluyen la deleccién clonal de linfocitos T y B
antigeno-especificos, anergia clonal de linfocitos T y [a supresion de linfocitos T Sin embargo, la
deleccién clonal especifica de linfocitos T parece ser el mecanismo principal, el mismo que se

desarrolla para generar la autotolerancia neonatal manteniéndose en la etapa adulta (38, 39)



1.6.4. Secrecién de citocinas.

El espectro clinico-patolégico de la lepra tiene estrecha relacién con las citocinas que se
secretan por linfocitos Thl yTh2 en el transcurso de la enfermedad. Se sabe que los monocitos de
pacientes lepromatosos producen IL-10 y prostaglandina E2 (PGE2), estas compuestos solubles
inhiben la linfoproltferacion en pacientes tuberculoides, contactos intradomiciliarios e individuos
sanos. Sin embargo, estos efectos son reversibles al tratar los cultivos con anticuerpos anti-IL-10 e
indometacina. Estos estudios indican que los monocitos infectados, complejos inmunes vy los
hinfocitos del tipo Th2 contribuyen al desarrollo de la anergia en pacientes multibacilares (40, 41).

El IFN-v juega un papel importante en la defensa celular contra el bacilo, dentro de las
moltiples funciones biologicas destacan: incremento en la induccién y proliferacién de células
citotéxicas (CTL), induccion de MHC clase 11 en macréfagos infectados, sintesis de xido nitrico
dentro del fagosoma, inhibicidn de la fagocitosis mediante receptores CR1 y CR4 para C3 del
camplemento, activacién de macrofagos y linfocitos Thi, induccion de la secrecion de IL-2, TNF-o,
GM-CSF e L-12 (42, 22)

La ausencia de la respuesta causada por mecanismos de anergia estd estrechamente
relacionada con la disminucion de IFN-y, algunos autores indican que los contactos
intradomiciliarios corren el riesgo de adquirir la infeccidn al convivir con pacientes multibacilares
por periodos de 2 aflos y muestran un decremento de hasta un 50% en los niveles de IFN-y en
comparacion con individuos sanos (42, 43, 44).

Se ha descrito in vifro que [a combinacién de IFN-y e 11.-6 incrementa la activacion de CTL
y la lisis de macrofagos infectados con M.leprae o BCG, mientras gue otras citocinas tipo Thl

como son IL-2 y TNF-c por si solas no modifican la accidn de las CTL, otras citocinas



pertenecientes a la secretadas por Th2 como IL-4 ¢ IL-10 inhiben Ia activacion de las CTL, efecto
reversible por la accion del IFN-y suministrado en lesiones de pacientes multibacilares (45, 46, 47).

La 1L-i2 promueve la inmunidad celular contra patdgenos intracelulares y favorece la
presencia de linfocitos Thl, mientras que la IL-10 tiene efectos contrarios a esta respuesta, Estd
modulacion se desarrolla en la lepra, en respuesta a la estimulacion de M leprae, existe una
produccion diferencial de IFN-y regulada por la accidn de las citonas [L.-12 e JL.-10. Estos
resultados sugieren que la interaccion entre monocito-linfocito esta determinada por la presencia o
ausencia de IFN-y en el microambiente y resulta ser clave para determinar el tipo de citocina a ser
secretada por la célula, asi como el grado de intensidad de la respuesta inmune celular a desarrollar
en el hospedero (48, 49, 50).

Estudios recientes describen a la IL-15 como potente factor de crecimiento de linfocitos T.
En la lepra, esta citocina asi come su RNAm se encueniran expresadas en grandes concentraciones
en pacientes tuberculoides, mas que en los lepromatosos, en donde la anergia clonal de células T
antigeno-especifica es mayor, ésto se corrobord por estudio in vifro con células mononucleares de
sangre periférica que producen altas concentraciones de fL-15 al ser estimuladas con antigenos de
M leprae  Por otro lado, cuando se usa rIL-15 (recombinante) sola o combinada con rIL-2 o rIL-7
se obtiene de igual forma un incremento en la respuesta proliferativa al patdgenc. Sin embargo, la
IL-15 induce in incremento en la presencia de NK con marcadores CD3, CD56°, mientras que la
combinacion de IL-15 con M Jeprae induce la expansion de células T CD3”, CD56”. En el analisis
de lesiones de piel la frecuencia de linfocitos CD3”, CD56” y la elevada expresion de IL-15, esta

cilocina incrementa la respuesta de células T en respuesta a patogenos intracelulares (49, 50).



El andlisis del patrén de citocinas en pacientes lepromatosos, tuberculoides e individuos
sanos, se revelo que los linfocitos Thl son inducidos por antigenos recombinantes de choque
térmico de M.leprae en el contexto de HLA-DR, pero las formas alélicas DRI y DR7 activan
células Th2. Estos estudios sugieren que el fenotipo del complejo mayor de histocompatibilidad de
la célula presentadora de antigeno puede modular la presencia y actividad de linfocitos Th1 y Th2
durante la respuesta inmune celular en infecciones intracelulares (51).

Et empleo de fa hibridacién /n site y de anticuerpos monoclonales han demostrado que el
RNAm del TNF-ct y la proteina en macréfagos obtenidos de lesiones de piel y nervios periféricos de
pacientes con lepra limitrofe (BB) se encuentran en aitas concentraciones y en correlacién estrecha
con el estado reaccional tipo [. Su presencia en el microambiente asi como el dafio local en el tejido
que se produce, se explica por la respuesta del hospedero contra la infeccion micobacteriana (52,
45)

Estudios in vifro revelan que en pacientes lepromatosos ocurre un desequilibrio entre 1L-10
¢ [L-4  Esto tiene un efecto en la inhibicién de la presentacion del antigeno por el MCH clase Il y
en el reconocimiento especifico de linfocitos T, lo que conduce a la reduccion de linfocitos T CD4"
{Th1) Por otro lado IL-10 muestra un efecto negativo en la liberacion y produccién de éxido
nitrico e IL-2, aungue se induce también la sintesis de TNF-ot y GM-CSF, las cuales son moléculas
con una fuerte actividad antimicrobiana Por otro lado, la IL-4 induce un incremento en la sintesis
de anticuerpos anti-M.leprae y otros anticuerpos con diversas afinidades contra tejidos del
hospedero. Algunos autores proponen un modelo (Figura 4), en el cual el balance de laIL-4 y de la
{L-10 actian en la red de inmunosupresién que se presenta en los pacientes multibacilares,

mictatmente la secrecion de 1L-4 de linfocitos CD8" activa una expansion clonal de células con este



marcador de diferenciacion, la accién supresiva de IL-4 sobre linfocitos T y macrofagos facilita el
crecimiento de Af feprae.  La liberacidn de antigenos del patégeno provee el estimulo para la
praduccién de 1L-10, Ja capacidad de IL-10 para suprimir la respuesta de células T especificas a
M.leprae resuita en un sinergismo con Ia supresion de IL-4 para suprimir la proliferacién de células

CD4’ e induccion de IFN-y, eventos gue propician la inmunosupresion (53, 54, 55)
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Figura 4. Funcién de 1L-10 ¢ 114 ¢n la inmunesupresién causada por
Mycobacterium Ieprae en pacientes multibacilares.
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1.7 Antigenos de Mycobacterium leprae.

Un gran nimero de antigenos micobacterianos han sido descritos y caracterizados en base a
la tteraccién con antisueros hiperinmunes, por medio de diversas técnicas inmunolégicas (8, 55,
56), pero la mayoria de estos antigenos presentan reactividad cruzada con otras bacterias
pertenecientes al género Mycobactertum. La mayoria de los antigenos micobacterianos se han
identificado por inmunoelectroforesis cruzada (CIE) y por el reconocimiento de antigenos por
anticuerpos en Western blott, esto permite conocer caracteristicas fisicoquimicas, bioquimicas y
permite mferir su posible localizacion y distribucién en el microorganismo (Figura 5).

La aplicacién de las técnicas de inmunologia molecular han permitido determinar los
aminoacidos de las proteinas deducidas de las secuencias del DNA. FEsto es posible gracias a la
obtencién de gendtecas, mediante la expresién de genes en vectores como Agtll. El uso de estas
herramientas han sido de gran importancia para el estudio de la biologia molecular del bacilo de la
fepra y han permitido obtener un gran nimero de proteinas recombinantes especificas que
reaccionan con anticuerpos menoclonales. Asf una serie de antigenos de M./eprae se han logrado
determinar por medio del mapeo de epitopos para linfocitos T ¥y B. El empleo de estas técnicas

ofrecen un gran potencial para la generaci6n de una vacuna recombinante para la lepra (56, 57).
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Proleinas de Choque témmico (70/71 kDa, 65 kDa y 18 kDa) y super dxido dismutasa (23/28 kDa), son protefnas
principalmente ciloplasmalicas, sin embargo, se pueden encontrar en los sobrenadantes de los culfivos en la fase log

Proteinas que se encuentran en asociacién con la membrana celular como son 45 kDa y 30 kDa de Mycobacterium
leprae y 31kDa de AL, avium-intracellutare

Agregado proteice altamente inmunogémeo ¢ insoluble en SDS y ligeramente asociado con la pared celular de A Jeprae.

Anligenos de 38 ADa y 19 kDa de AL suberculosis con propiedades y secuencias bioquimicas que sugieren que puede
representar una clase de lipoproteinas, posiblemente involucradas en el transporie de nutrientes a través de Ja pared
celular. Bstos antigenos se encugntran en el medie de cultivo de algunas especies micobaclerianas,

Principales antigenos exportados en los que se incluyen eb complejo BCG8S, MPB64 y MPB70, Estas proteinas son
sintehizadas con un péplido sefial y son activamente secretadas a través de la membrana Miembros del complejo BCGS5
s¢ encuentran limbién asociados a la pared celular

a2



Por sus caracteristicas bioguimicas los antigenos de M.Jeprae descritos hasta la fecha se
pueden clasificar en dos grupos: los no proteicos, que estin constituidos principalmente por
gheolipidos y lipoarabinomananas. El segundo grupo pertenecen los de naturaleza proteica, algunos
genes que codifican para éstos han sido clonados, asi como su estructura proteica (58, 59). Enlas
siguientes paginas se destacaran algunas de las principales caracteristicas de los antigenos descritos

en la literatura clentifica

1.7.1 GLICOLIPIDO FENOLICO I (PGL-I).

Es el principal antigeno del bacilo y relativamente especifico, quimicamente es un
oligoglucosilfendlico phtiocerol diester que constituye ef 2% del peso del microorganismo y es
secretado en grandes cantidades en los tejidos infectados; el trisacarido terminal esta glicosilado a un
grupo fenil y asociado a una cadena gliclica; la region inmunodominante de la molécula y es
reconocida principalmente por anticuerpos IgM e 1gG de pacientes lepromatosos, la sensibilidad en

los ensayos se correlaciona directamente con la carga bacilar (60, 61, 62)

1.7.2 LIPOARABINCMANANA (LAM) .

Es el segundo antigeno en abundancia en Ja pared del M.leprae, el antigeno LAM presenta
una elevada reactividad cruzada con otras micobacterias del mismo género, en especial con
M.tuberculosis y M.avium (6, 8)

Dentro de los antigenos proteicos existe un grupo de proteinas que con base en la similitud
de la estructura primaria, reactividad cruzada en pruebas inmunologicas y la expresién génica, se

agrupan dentro de las proteinas de choque térmico (HSP) 6 de estrés. Inicialmente su sintesis solo
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se relaciond como una respuesta al cambio brusco de temperatura y a condiciones adversas del
microambiente, tales como la presencia de radicales oxidativos y iones metalicos toxicos. Ahora se
sabe que estas proteinas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, tienen secuencias
geneticas homblogas con otros organismos. Estos compuestos participan en funciones esenciales
del crecimiento normal celular y se producen en casi todas las condiciones microambientales. La
funcion de las proteinas de choque térmico en MJeprae se relacionan con los procesos de
repheacion del DNA, division celular y secrecion de proteinas. Las principales HSP descritas para el

bacilo de Hansen son las de 65 kDa, 18 kDa y 70 kDa (63, 64, 65)

1.7.3 65 kDa.

Una de las primeras HSP que se identificaron por medio del aprovechamiento de]l DNA
recombinante fué el antigeno de 65 kDa, constituido por 540 aminoicidos, la distribucion y
lotalizacion del antigeno se ha ubicado en el citoplasma del bacilo, un incremento en la sintesis
ocurre como respuesta al estrés oxidativo de la fagocitosis, la HSP 65 kDa es una de los principales
antigenos inmurodominantes durante la infeccién y es reconocida por anticuerpos monoclonales y
policlonales, Jinfocitos T y B en una alta proporcion de individuos y ratones BALB/c infectados e
inmunizados con M./eprae. Anilisis de la secuencia del gene Y3178 correspondiente a la HSP 65
kDa, sefialan que presenta mas del 95% de homologia con M.iuberculosis, M.bovis BCG vy
M forturtum y un 50 % con genes y proteinas de Escherichia coli. L.a HSP 65 kDa actlia como
“chaperona” durante el ensamblaje eficiente de complejc;s moleculares como la holoenzima Rubisco
presente en cloroplastos, la ATPasa-F1 de fa mitocondria y Ia proteina B del fago A en E.coff (65,

66, 67)
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Los epitopes de la HSP de 65 kDa que se han identificado principalmente por linfocitos T
humanos y en ensayos de proliferacién celular, son reconocidos dentro del contexto de moléculas
clase 1l (HLA-DRI, DR2, DRS y DR7), mientras que los haplotipos DR4,Dw4 y Dwl4 que
reconocen Ja HSP 65 kDa, se relacionan con procesos de autoinmunidad en pacientes con lepra
lepromatosa (65, 68).

Estudios en la India con 200 muestras de sangre de pacientes con lepra y contactos
intradomicitiarios demuestran que en la estimulacién de PBMC con el antigeno recombinante de 65
kDa, presentan bajos indices de proliferacion celular en pacientes lepromatosos. Ademés se sabe
que puede haber una posible correlacién con el incremento en la sintesis de anticuerpos IgG. Por
otro lado existe una relacion inversa en pacientes con formas tuberculoides, contactos
intradomiciliarios e individuos sanos (69)

El antigeno recombinante de 65 kDa tiene una funcién importante en la inmunoregulacion de
célvlas infectadas  Estudios in vitro se ha sefialado que el antigeno HSP 65 kDa es capaz de inducir
[a activacién poficlonal de CTL CD4” con una marcada lisis en macréfagos Sin embargo, la lisis se
presenta en otras CTL como CD8+ y sorpresivamente linfocitos CD4" con TCR aff 6 ¥8, estd
iltima interaccion T-T se sugiere que ocurre en los granulomas micobacterianos va que el contenido
de detritos celulares y bacterianos son abundantes. La presencia del antigeno de 65 kDa incrementa
la probabilidad de incorporarse al MCH clase 1] en CD4", ya sea que ocurra la lisis por Jinfocitos T
CD4' citotoxico. Por otro lado, el antigeno de 65 kDa induce la proliferacion de linfocitos ¥8 en
procesos que involucran autoinmunidad en pacientes lepromatosos y con artritis (69, 70).

Con base en estudios anteriores, se sabe que la proteina de 65 kDa de M Jeprae no es un

excelente candidato para la proteccion contra la infeccion en modelos murinos ni humanos, ya que
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por su elevada reactividad cruzada con antigenos de M.ifuberculosis y humanos, ademés esta

involucrada en procesos de autoinmunidad haciendo que su especificidad disminuya notablemente.

1.7.4 18 kDa.

Es otro membro de la familia de chogue térmico, estd constituida por 111 residuos y
presenta una gran homologia con la proteina de estrés de 17 kDa descrita en el frijol de soya (8).

En la respuesta w vitro de clonas de linfocitos T estimuladas con la HSP 18 kDa de
M leprae, presenta una respuesta inmune celular en el 93% de los contactos intradomiciliarios, 50%
en pactentes tuberculoides sin tratamiento y un 70% en individuos europeos sanos vacunados con
BCG  Estos resultados indican que la proteina de 18 kDa induce linfoproliferacidn, conservando un
epitope que causa reactividad cruzada en individuos sanos que jamas han visitado zonas endémicas
de lepra (71, 72)

La respuesta inmune celular al estimular linfocitos in vifro e in vive en modelos murinos esta
yenéticamente controlada  Algunos estudios con ratones con haplotipos BALB/c) ( H-2'),
BALB B (H-2"), BI0.BR ( H-2*) y B.10.M ( H-2"), se encontré que la respuesta linfoproliferativa
cs elevada con altos niveles de IFN-y, el patrén de citocinas tiene correlacion con Th-1, mientras
que en CSTBL/10J ( H-2") los indices de estimulacién son bajos, pero fa presencia de 1L-2 sugiere
gue a pesar de tener una menor estimulacidn celular, se encuentra una tendencia a inducir linfocitos
Th-1 en cultivos y animales estimulados con el antigeno de 18 kDa de M.feprae (73, 74)

El reconocimiento del antigeno de 18 kDa de M./eprae por pacientes lepromatosos es
prncipalmente por anticuerpos de la subclase 1gG1 e IgG3, este reconocimiento no se presenta en

los tuberculodes, al examinar estd diferencia en ¢l cambio que se induce en linfocitos T durante el
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desarrollo de la enfermedad, en estudios en donde se utilizé un panet de antigenos sintéticos 1Smer
para determinar los epitopes de reconocimiento por IgGl e 1gG3, se encontré que las IgGl de
pacientes lepromatosos mostraron un reconocimiento por el extremo carboxilo terminal del péptido,
mientras que las 1gG3 de los pacientes con lepra tubercuioide reconocieron diversos epitopos de
amino terminal en la parte media del antigeno. Estos resultados sugieren que en la forma
tuberculoide tiene lugar una induccion de diferentes clases de inmunoglobulinas pero no en los
pacientes lepromatosos, mientras que el nimero y naturaleza de los epitopes de células B
reconocidas por IgG2 estén altamente influenciadas por la presencia de linfocitos Th-1 (75, 76).
Existe alta homologia en la secuencia en la estructura primaria entre la ASE de 18 kDa de
M.leprae y el péptido de 34-63 aa denominada toxina-1 del sindrome de shock (TSST-1) presente
en Staphylococecus. La TSST-1 es un superantigeno que se une a la cadena VP de la molécula de
clase II e induce linfoproliferacién en individuos con HLLA-DR, ambas moléculas son reconocidas
por anticuerpos monoclonales y por PBMC de individuos expuestos a diversos antigenos
micobacterianos, ademAs ambas moléculas se encuentran involucradas en procesos de

autoinmunidad (77, 78)

1.7.5 70 kDa.

Es otra proteina de choque térmico constituida por 621 aminoicidos, en [a estructura
primaria presenta homologia del 56% con la proteina codificada por el gene dnaX de E.coli, 46%
con la HSP 70 kDa de Caenorrhabdinis elegans, 47% con 70 kDa humana, 70% en los 203

aminoacidos del C-terminal de la HSP 71kDa de M. fuberculosis y gran similitud en el carboxilo
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terminal de M bovis , por el contrario los amincacidos del N-terminal sugieren una especificidad del
péptido de Ja 70 kDa de M. Jeprae (74, 79, 80).

Estudios previos de proliferacion celular con PBMC de pacientes con lepra, tuberculosis y
contactos intradomuciliarios sefialan que [a HSP 70 kDa induce altos indices de estimulacion celular
y secrecion de IFN-y, y ademas provoca reacciones de hipersensibilidad tardia en pacientes
multibacitares e individuos vacunados con BCG, la region de C-terminal es el blanco principal de la
respuesta inmune humoral para modelos murinos y de la reactividad cruzada con M.bovis en el 48%
de los anticuerpos de pacientes con lepra lepromatosa (81, 82)

Un mapeo de péptidos sefiala la existencia de dos grande regiones en el C-terminal del
antigeno de 70 kDa de M./leprae, la primera region tiene determi‘nantes lineales que son reconocidas
por epitopes de células B y por anticuerpos monoclonales e hiperinmunes de antmales. La segunda
region tiene determinants conformacionales con dos a cinco bucles que son fuertemente

reconoctdos por los anticuerpos de pacientes con lepra lepromatosa (80, 82).

1.7.6 36 kDa.

Est formado por 249 aminoacidos, posee secuencias ricas en prolina y posiblemente sea un
componente de la membrana celular.  Esta molécula fue inicialmente aislada e identificada por
anticuerpos monoclonales, este reconocimiento por anticuerpos monoclonales murinos y de
pacientes tuberculoides. Este reconocimiento se da principalmente a la region N-terminal, estudios
i vifro sefialan que esta molécula es capaz de estimular la proliferacién de PBMC de pacientes

multibacilares con lepra y tuberculosis (8)
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1.7.7 28 kDa,

Esta molécula fue caracterizada usando anticuerpos monoclonales. Se sabe que estd
proteina ¢s secretada en el medio de cultivo de M.fuberculosis y en los tejidos de pacientes
multibacilares infectados por M.Jeprae.  Estudios de inmunofluorescencia con anticuerpos
monoclonales se sugieren que la localizacion de este antigeno en el bacilo de Hansen esta
principalmente en [a membrana celular.

El antigeno de 28 kDa de M./eprae induce linfoproliferacion en células de pacientes con
lepra y tuberculosis. Por otro lado, los anticuerpos de estos pacientes presentan una ¢levada

reactividad cruzada (83, 84)

[

.1.8 12 kDa.
Inicialmente identificado partir de una biblioteca gendmica tamizada con anticuerpos IgG y
infocitos T de pacientes lepromatosos, este antigeno presenta un fuerte reconocimiento con el

sonicado de bacilos provenientes de armadillo, pero existe elevada reactividad cruzada con

M tuberculosis y M.bovis (8, 84).

1.7.9 45 kDa.
Recientemente se ha identificado un nuevo antigeno de 408 aminoicidos con un peso
molecular de 42,466 Daltons (Da) y con un punto isoelectrico (pl) de 3.98. Este antigeno fue

aislado a partir de una gendteca obtenida en 1985 con Agtll, presenta una fuerte reactividad con

29



anticuerpos de pacientes lepromatosos, los lisogenos obtenidos con el Agtll fueron subclonados
dentro del gene lacZ del vector pU290. El andlisis del mapa de restriccién y secuenciacién reveld la

existencia de un frente de lectura abierta (ORF) de 1,227 pares de bases (bp) con un primer codén
ATG que codifica el inicio del polipéptido de 45 kDa de M. leprae (85, 86).

Estudios realizados con el programa de computacion PCGENE versién 4.5 mostraron que la
proteina posee tres dominios, dos de ellos con el C y N-terminal de naturaleza hidrofdbica y un
domimo central hidrofilico. Aunque no es clara la localizacion del antigeno, pero se sugiere que por
las caracteristicas de antigenicidad este localizada en la pared celular. Sin embargo, de acuerdo a la
naturaleza hidrofobica de los dominios C y N-terminal es posible que la proteina pueda estar en un
medio hidrofdbico tal como Ia membrana citoplasmatica o una regién rica en lipidos de la pared
celular (86)

El dominio central hidrofilico esta formado por un 29.9% por residuos de serina y tiene un
14 9% de la serina total de la proteina. Dentro del dominio central se han identificado algunas
secuencias repetidas ricas en serina {Tabla I1), la posible funcion biologica de estas secuencias ricas
en sefina es todavia desconocida. Se ha descrito una homologia del 34% en la region del N-terminal
con un antigeno hipotético de 51 kDa de M. tuberculosis (85, §6).

Al evaluar el reconocimiento del antigeno de 45 kDa por anticuerpos de pacientes con lepra
por Western Blot, se encontrd un reconocimiento del 78% en pacientes multibacilares. Los
individuos con historia de eritema nodoso resultaron ser positivos enun 94% , mientras que solo un
68% de los pacientes paucibacilares reconocieron al antigeno, aungue no se encontrd
reconocimiento por parte de individuos sanos, pero si en 26% de pacientes con tuberculosis

pulmonar activa
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Estos resultados sugieren que el antigeno de 45 kDa puede estar involucrado en el proceso
mune durante fa reaccitn leprosa tipo Il. Ademas por presentar un alto porcentaje de positividad

en los paciente paucibacilares, se ha sugerido que el antigeno puede tener un valor diagndstico (86).

Tabla il Motivos de repeticibén de] antigeno de
45 kDa de Mycobacteriun leprae. *

LOCALIZACION EN | SECUENCIAS
EL POLIPEPTIDO |
REPETICION 1
209 § SVAQSE
230 1 SVAQSE
REPETICION 2
152 S58S8S
267 SII 58
281 S5ISSS
315 SISST
REPETICION 3 j
286 1 TASSI
294 VASQV
326 E AASKY
: 351 i  TASQP
{ 390 i _TASVA

* Adaptado de Vega-Lépez ef al. (88).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

1}  Lalepra es un problema de salud piiblica por su elevada frecuencia y distribucion en
nuestro pais; el control de la enfermedad en la actualidad se basa en ¢l diagndstico temprano
para dar un tratamiento oportuno y adecuado. Sin embargo, la gran mayoria de los
ar;tigem)s utilizados para el diagndstico en diversas pruebas inmunolégicas presentan baja
especificidad y elevada reactividad cruzada con otros antigenos micobacterianos, por lo que
es necesario realizar estudios con antigencs recombinantes que puedan reducir estos
inconvenientes en pruebas diagndsticas y que aporten nuevos conocimientos en la-respuesta

inmune celular desarrollada por los pacientes con lepra,

2} Son pocos los antigenos descritos para Mycobacterium leprae capaces de inducir una
respuesta linfoproliferativa y secrecion de citocinas tipo Thl en células mononucleares de
sangre periférica de pacientes (PBMC) con lepra. Esto limita a la gran mayorfa de los
antigenos conocidos para ¢l empleo en el diagnostico temprano, asi como su utilizacién
como marcadores de los estados reaccionales. Por lo anterior es conveniente investigar el
reconocimiento inmune celular del nuevo antigeno recombinante de Mycobacterium leprae

de 45 kDa por células mononucleraes.

3}  Aoln cuando se sabe que el antigeno de 45 kDa de M.leprae es reconocido
especificamente por anticuerpos en una alta proporcion de pacientes paucibacilares y
multibacilares, se desconoce la reactividad cefular i vitro y la posible secrecion de IFN-y
durante Ia estimulacion antigénica, por lo que es necesario determinar la especificidad del
reconocimiento celular, asi como los niveles de IFN-y secretados por pacientes con diversos
tipos de lepra, tuberculosis pulmonar activa, contactos intradomiciliarios y controles sanos

de zonas endémicas
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3.  HIPOTESIS.

1} Elantigeno de 45 kDa de M./eprae sera reconocido por la mayoria de los pacientes
con lepra, contactos intradomiciliarios e individuos de zonas endémicas pero no por

pacientes con tuberculosis activa.

2) Se encontraréa elevados indices de proliferacién celular en todos los pacientes con
lepra en respuesta al antigeno de 45 kDa de M leprae y en relacién con otros antigenos
recombinantes del mismo bacilo La reactividad cruzada en células de pacientes con

tuberculosis sera en este caso baja,

3) Las células de pacientes con lepra, en especial los lepromatosos secretaran altos

niveles de IFN-y al ser estimulados con el antigeno de 45 kDa de M leprae.
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4.  OBJETIVOS.

Objetivo General.
Determinar si la estimulacion del antigeno de 45 kDa de M /eprae es capaz de inducir la
activacion de la inmunidad celular y la secrecion de citocinas de tipo Thl involucradas en

procesos de defensa y proteccién contra el bacilo de Hansen,

Objetivos Particulares,

1) Determinar el reconocimiento dei antigeno recombinante de 45 kDa de M Jeprae por
células mononucleares de sangre periférica de pacientes con diversos tipos de lepra,
contactos intradomiciliarios, individuos sanos de zonas endémicas y evaluar la reactividad
con células mononucleares de pacientes con tuberculosis pulmonar activa.

2) Evaluar la linfoproliferacién por medio de ensayos de proliferacion celular mediante
fa incorporacion de timidina tritiada en cultivos de PBMC estimulados con una bateria de
antigenos recombinantes del bacilo de Hansen, fitohemaglutinina (PHA), proteina purificada
derivada de tuberculina (PPD) y el antigeno de 45 kDa rico en serina de M. feprae.

3) Determinar por medio de la prueba de ELISA la secrecion de IFN-y presente en los
sobrenadantes de cultivos de PBMC de los ensayos de proliferacién celular estimulados con
los antigenos estudiados

4) Comparar y correlacionar los indices de estimulacién celular y los niveles de
secrecion de IFN-y obtenidos en respuesta a los diversos antigenos recombinantes

empleados.
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9. MATERIALES Y METODOS.

5.1 DONADORES.

Las muestras de sangre periférica utilizada en este trabajo de investigacién provinieron de
pacientes ambulatorios y hospitalizados. La toma de la muestra de sangre venosa fue por
puncion del antebrazo con jeringas estériles por personal de los centros de salud
participantes en ¢l proyecto. La informacién de cada uno de los donadores endémicos 5an0s,

contactos intradomicilianios, enfermos con lepra ¢ tuberculosis se encuentra en el apéndice [.

a) Pacientes con lepra.
Los 59 pacientes con diferentes tipos de lepra provinieron principalimente de cuatro centros

de salud-

1 Hospital de Especialidades det Centro Médico Nacional Siglo XX1 (IMSS).
Centro Medico La Raza (IMSS). México, D. F.
Centro Dermatologico Dr. “Ladislao de la Pascua” (SSA). México, D. F.

S W R

Hospital Amigo del nifio y la mujer (IMSS). Celaya, Guanajuato.

Todos los pacientes incluidos durante la investigacion fueron diagnosticados por médicos
especialistas, las muestras de sangre fueron enviadas 6 tomadas directamente en las instituciones

anteriormente sefialadas
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b) Pacientes con Tuberculosis pulmonar activa.
Todos los 19 pacientes estudiados fueron estudiados en él:

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (SSA), México, D. F.

Las muestras de sangre fueron tomadas en este mismo instituto por médicos neumolégos,
tue diagnosticaron a los pacientes en base a estudios radidlogos y laboratorio cifnico realizados

previamente a su inclusion dentro del trabajo

c) Contactos intradomiciliarios
Los 19 sujetas estudiados en el grupo de contactos intradomiciliarios son familiares de casos

con lepra estudiados en:

) Centro Dermatologico “Dr. Ladislao de la Pascua” (SSA). México, D. F.
2. Hospital Amigo del Nifio y de la Mujer (IMSS). Celaya, Guanajuato.

Todos los contactos estudiados en este trabajo carecian de manifestaciones clinicas de la

enfermedad de Hansen, tuberculosis ¢ cualquier otra infeccién micobacteriana,

d) Controles endémicos sanos.

La gran mayoria de los 20 donadores sanos fueron captados en dos centros de salud-

! Centro Dermatolégico “Dr. Ladislao de la Pascua” (SSA). México D F.
2 Hospital Amigo del nifio y de la mujer (IMSS).
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Los resultados de estos donadores se emplearan para valorar el fondo étnico de la
enfermedad, ya que todos elios se encontraban relacionados con el area geografica en donde la lepra

¢s endémica y las enfermedades causadas por micobacterias atipicas son frecuentes.

52  ANTIGENOS.

Todos los antigenos recombinantes, mitdgeno y sonicado de M.leprae, utilizados en este
trabajo fueron adquiridos a través de un financiamiento de la Unién Europea incluyendo reactivos
procedentes de la London School of Hygiene & Tropical Medicine, el Hospital University Leiden y

el NIMR Mill Hill del Reino Unido.

Antigeno recombinantes de Lote N° Concentracion de Proteina
Mycabacterium leprae (mg/mi)
45 kDa - 1
65 kDa ML 65-6 1.3
(10 kDa ML 102 04
Complejo 85 (30-31 kDa) v 3
Antigeno crudo de Lote N° Concentracion de Proteina
Mycobacterium leprae (mpg/ml)
Sonicado (Mlson) CD235 1
Mitdgeno de Lote N° Concentracién de Proteina
linfocitos T {mg/ml)
Fitohemaglutinina (PHA) 3110-56 5
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Antigeno purificado de Lote N° Concentracion de proteina
Mycobacterium bovis (mg/ml)
Tuberculina (PPD) RT 48 1

La estimulacion celular con los antigenos se realizd con tres concentraciones 10pg/ml,
Tpg/ml y O.1pg/ml por trplicado, como control positivo se agregd fitohemaglutinina a una dilucion
de 1 20. Todos los antigenos se prepararon a partir de una concentracion inicial de 100pg/ml y se

colocaron de acuerdo al signiente esquema:

1,
=
z
=]

2

10K

4
§
-
o]
o

-

=
bt
=
=3

o0
@]
ol
O
0O®
O®

o
O
OO0
OO
QO
00O

QO
QO
QOOOO®:= 4

o
O
0100
QOO

O
O
O
@O00000@® -

-@O0O0

Solucién
balanceeda
de Hanks

?.0.0000

o
o
®
[ ]
@
@
®
1 10l010/0I0I0] BN

10 1 0.1 10 t ol

medio LdSK ~—— 55K -

]

Y
A

38




5.3.

531

534

53.5

Separacién de células moncnucleares de sangre periférica
(PBMC) vy ensayc de proliferacidén celular con timidina

tritiada.

A todos los pacientes e individuos control se les tomé sangre venosa por puncién de
una vena periférica de antebrazo, la separacion del paquete celular y el ensayo de

proliferacion celular se realizaron dentro de un gabinete de seguridad de la siguiente manera:

Tomar de 22 a 25 mi de sangre y mezclar con 500pl de heparina contenida dentro de tubos
conicos Falcon (Greiner, Inc.) esténles de 50 ml, agregar un volumen igual de medio RPMI-

1640 (Gibco BRL) a una temperatura de 37°C y mezclar.

Duvidir en dos la mezcla sangre-RPMI-1640 (Gibco BRL) y agregarla cuidadosamente por
los bordes en otros tubos Falcon (Greiner, Inc.) que contengan c/u 15 ml de Ficoll-
Histopaque (Sigma, Chem.).

Centrifugar a I, 300 rpm (400g) durante 30 minutos a temperatura ambiente

Tomar 9-11 ml de la mezcla plasma-RPMI (1:2), almacenar en tubos universales de 20 ml

hasta su empleo a -75°C.,

Recolectar los mononucleares con una pipeta de plastico estéril, que se encuentran en el

botan de color blanco y agregarlos en otro tubo Falcon de plastico estéril de 50 ml,

Adicionar solucién salina balanceada de Hanks (HBSS) (Gibco BRL) hasta la marca de 50

mi y centrifugar a 1, 300 rpm (400g) durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Resuspender del boton y lavar dos veces més con HBSS.



538 Preparar en un tubo universal estéril el volumen adecuado de medio de cultivo que consiste
de RPMI con 10% de plasma autoldgo, 1% de L-glutamina 200 mM (Gibco BRL) y 1% de
antibioticos (Penicilina 1000 UL/ml-Estreptomicina 1000 pg/ml (Gibco BRL) ) y filtrar con
acrodiscos de 0.2pm (Nalgene) para jeringa de 10 mi,

539 Resuspender el boton en 0.5 ml de medio de cultivo y hacer una dilucién 1:10 con azul de

tripano (Sigma, Chem.) para contar en un hemocitometro la viabilidad celular.
53 10 Ajustar a 200,000 cel/pozo y agregarlas en 180 pl de medio de cultivo RPMI-1640 con
plasma autolégo al 10%, en placas estériles de 96 pozas con fondo en U (Nunc, Inter

Med )

53 11 Aducionar la concentracion adecuada de antigeno y del control positivo diluidos en 20ul de

medio de cultive RPMI-antibitticos al 1%.

3312 Agregar 200ul de HBSS en las pozas circundantes para evitar deshidratacién de la células en

proliferacion e incubar a 37°C con 5% de CO, y humedad durante 6 dias.

53 13 Pulsar al séptimo dia con 1uCi/pozo (Amersham, Life Science) en 20p] de RPMI-1640 con
plasma autdlogo al 10% e incubar 24 horas a 37°C 5% de CO; y humedad.

5.3.14 Cosechar en papel filtro (ICN Biomedicals, Inc.) y dejar secar los circulos cortados.

5315 Colocar los circulos dentro de viales de plastico desechable {Packard, Camberra Co)y

agregar 1.5 ml de liquido de centelleo (ICN Biomedicals Inc )
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53 16 Leer con un contador de centelleo B y registrar los resultados como indice de estimulacién

541

542

5.413

544

celular de la siguiente forma-

Cuentas por minuto en cultivo con antigeno (CPM-Ag) / Cuentas por minuto en cultivo sin
antigeno (CPM-Sin Ag)

5.4 .Deteccidén de Interferdn Gamma (IFN-y} Humano peor

medio de la técnica de ELISA.

Al sexto dia del ensayo de proliferacion celular se tomaron 100p] de cada pozo de
sabrenadante, ests operacion se realizé con mucho cuidado evitando tocar el boton celular,
enseguida se marcd con el mismo esquema de distribucion otra placa microtitulacién v en
estd se agregd el sobrenadante, para almacenarlo a -75°C para realizar la deteccién de IFN-y

por medio de la prueba de ELISA de Ia siguiente menera;

Adicionar 100! por pozo del anticuerpo monoclonal anti IFN-y humano (Hycult. Biochem.)
a una concentracién de 2.5pg/mi en buffer de carbonatos 0.1 M pH 9.6 e incubar toda la

noche a 4°C.

Decantar ¢! contenido y bloqueg con 100ul por pozo con albGmina sérica bovina, fraccidn
V (BSA) (Sigma, Chem.) al 2.5% en buffer de fosfatos salina {PBS) 150 mM pH 7.2. ¢
incubar en camara hiimeda ! hora a 37°C.

Lavar dos veces con PBS-Tween al 0.05% (PBS-T).

Preparar el estandar de IFN-y disuelto en medio de cultivo RPMI-1640 con suero humano

tipo AB al 10% (Sigma, Chem ), filtrar con acrodiscos de 0.2pm y agregar por duplicado
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5410

5411

5412

5413

100yl por pozo las siguientes concentraciones del estindar 400 Ul/ml; 200; 100; 50; 25
12 5,6 25;3.125 y medio de cultivo solo.

Agregar por duplicado los sobrenadantes de los cultivos de los ensayos de proliferacién

celular e incubar durante dos horas 2 37°C en camara hiimeda.

Descartar el contenido de las placas y adicionar 100p1 por pozo del anticuerpo policlonal de
congjo anti-TFN-y humano a una dilucién de 12000 en PBS-T adicionado con 0.25% de
BSA v 5% de suero humano tipo AB, solucion previamente filtrada con acrodiscos de
¢ 2pm

Incubar durante 1 hora a 37°C en cdmara hiimeda

Lavar tres veces con PBS-T al 0 05%

Adicionar 100p/pozo de anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo conjugada con peroxidasa
(Sigma, Chem.) a una dilicién de 1:2000, solucion en hecha en PBS-T al 0.05% adicionada
con 5% de suero humano tipo AB.

Incubar durante 30 minutos a 37°C en cimara himeda.

Lavar cuatro veces con PBS-T al 0.05%.

Agregar 100pl/pozo del sustrato 37, 37, 5, 5'-tetrametilbenzidina (TMB) (Kirkegaard &

Perry, Lab.) .y dejar a temperatura ambiente durante 15 minutos.

Leer a 620nm, graficar en papel semi-log una curva estandard y calcular por extrapolacién

las concentraciones de IFN-y que se encuentran presentes en los sobrenadantes de cultivo.
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6. RESULTADOS.

Se realizé una cinética de dosis respuesta para cada uno de los antigenos utilizados con la
finatidad de determinar la concentracion adecuada para la respuesta proliferativa celular v la
secrecion de IFN-y en las PBMC de los siguientes sujetos: individuos normales de zonas endémicas,
contactos intradomiciliarios, pacientes con diversos tipos de lepra y pacientes con tuberculosis

pulmonar activa.

6.1 Respuesta celular al sonicado de M.Jeprae (MlIson).

El antigeno que se usé para estimular las PBMC de los pacientes y controles fué a las
concentraciones de 10, 1 y 0 1 pg/mt en RPMI-1640 adicionado con antibidticos al 1%.

En las graficas 1 y 2 se muestran los promedios de los indices de estimulacién, asi como las
Unidades Internacionales (Ul) de IFN-y obtenidas en cada uno de los ensayos realizados para cada
grupo estudiado.

Enla grafica 1 se muestran los promedios obtenidos en cada grupo. Los individuos de zonas
endémicas mostraron un indice de estimulacién mayor de 60 en la concentracién de 10pg/ml, se
encontro una ligera diferencia con la concentracién de 1 pg/mi, pero no asi en la concentracion de
0.1pg/ml, lo cual indica que en los individuos de zonas endémicas para la enfermedad existe un
seconocimiento por algunos epitopes en M./eprae. Esto puede explicarse por la existencia de otras
enfermedades micobacterianas, tal como la tuberculosis. En cuanto a los contactos
mtradomiciliarios la respuesta proliferativa file menor, pero la dosis de 0.1pg/m! fue la Gnica que

alcanzo indices de estimulacion mayores a 30 en relacidn con las otras dos concentraciones. Los
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resultados sugieren que el tiempo de convivencia por periodos prolongados con un paciente leproso
multibacilar es fuente de una posible infeccion, lo que favorece una tolerancia a los antigenos
presentes en M.leprae y solo una limitada poblacidn de linfocitos es capaz de proliferar a bajas
concentraciones del antigeno, tal como lo sugiere Hartskeerl ef af. (44). La respuesta
linfoproliferativa en los pacientes con tuberculosis pulmonar activa es también baja en las tres
concentraciones del antigeno, no se observan diferencias significativas en las tres concentraciones
del sonicado, lo que indica que estos pacientes presentan una anergia a ciertos epitopes de M. leprae
y M tuberculosis, ademas de presentar reactividad cruzada en dichos epitopes. Por otro lado, en los
pacientes con lepra multibacilar la respuesta linfoproliferativa fue similar a la encontrada en los
pacientes con tuberculosis, estos resultados concuerdan con los estudios realizados por Mehra et al.
(19}, en donde la estimulacién celular es baja a Jos antigenos de A Jeprae en pacientes multibacilares
y sugiriere una posible eliminacién de linfocitos T antigeno-especificos. La explicacidon de la
respuesta inmune celular baja es por el incremento de bacilos y complejos inmunes circulantes y
tiene una relacion mversa a la enconfrada en los pacientes paucibacilares en donde los indices de
estunulacion superan las 100 unidades en la concentracion de 10 pg/ml y se encuentra una ligera
diferencia entre las dosis de 1 y 0.1 pg/mt de sonicado. En todos los grupos estudiados el control

sin antigeno siempre resultd negativo.
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de M./eprae en las PBMC en los grupos estudiados

Con respecto a la produccion de IFN-y (grafica 2), en los individuos sanos de dreas
endémicas los maximos niveles se encontraron en [a concentracidn de 10 pg/ml del antigeno,
resultando el doble de produccién de la citocina que en la concentracion de 1 pg/ml y cinco veces
mas que en 0.1 pg/ml. En cuanto a la liberacién de IFN-y. La secrecién en los contactos fué menor
en comparacion con los individuos endémicos, pero se necontraron niveles mayores en la
concentracion de 0.1 pg/ml del sonicado, observandose una similitud con los resultados de
estimulacién celular, aunque no se detectaron diferencias apreciables en la produccién de la citocina

en las dos concentraciones. En los pacientes con tuberculosis se encontrd una elevada produccion
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de IFN-y en la concentracion de 10 pg/ml de Mison, registrandose un decremento del 50%
conforme se reduce {a concentracion del antigeno. Los pacientes con lepra multibacilar nuevamente
mostraron una baja produccion de la citocina en relacién con los pacientes paucibacilares que
secretaron mas del doble en las concentraciones de 1 y especialmente en 10 pg/ml , ésto confirma la
unportancia del IFN-y en la defensa inmune celular y eliminacién del bacilo de Hansen al comienzo
de la enfermedad Los valores en los controles sin antigeno resultaron negativos en todos las

concentraciones y en todos los grupos estudiados,
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Grafica 2 Produccion de IFN-y de las PBMC de los grupos
estudiados en respuesta al sonicado ( Mlson ) de M.leprae
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De acuerdo a Ja cinética de dosis-respuesta, la mejor concentracién del sonicado para la
estimulacion celular y liberacién de IFN-y fué de 10pg/ml. De acuerdo a ésto, se realizo el analisis
de los resultados para los pacientes con los diferentes tipos de lepra a esta concentracién, asi como
para los restantes grupos estudiados.

En la grifica 3 se encuentran los promedios y la desviacion estandar de los indices de
estimulacion de los pacientes con lepra clasificados de acuerdo al espectro de la enfermedad. Las
cclulas mononucleares fueron estimuladas con 10 ug/ml del sonicado de M leprae (Mlson). Los
maximos indices de estimulacién se encontraron en el 85% de los pacientes con los tipos:
tuberculoides (TT) y tuberculoide limitrofe (BT), con 100 y 110 indices de estimulacion
respectivamente, Este aumento en la respuesta es confirmado por diversos estudios que indican que
en los pacientes paucibacilares la inmunidad celular es capaz para destruir del bacilo dentro de lag
células infectadas. Los pacientes multibacilares y los indeterminados (I} mostraron una elevada
respuesta en relacién con los demas grupos con alto indice bacteriologico, los individuos con el tipo
lepromatoso difuso (LLD) presentaron el 50% de la respuesta que se detectd pacientes
tndeterminados  En los pacientes limitrofes (BB), la estimulacién fue menor a 30 y la respuesta en
los lepromatosos nodulares (LLN), fue la més baja registrada en todos los multibacilares. Diversos
estudios (11, 19), sefialan que en la mayoria de los pacientes con alta carga bacilar dentro de los
tejidos como lo son los lepromatosos nodulares, decrece la respuesta inmune celular contra diversos
mitogenos y en especial a antigenos de M.Jeprae. Nuestros resultados confirman lo reportado por
otros autores  Algunos investigadores han demostrado que la participacion del HLA influye en el
tipo de lepra que desarrollan diversos pacientes, el HLA presente en la célula es clave para el

procesaniento y presentacion de antigenos micobacterianos al linfocito T y poder desarrollar o no
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una respuesta inmune eficiente contra el bacilo de Hansen (13) (14).
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Grafica 3. Estimulacién celular en pacientes con diferentes tipos de lepra

con 10pg/ml del sonicade de M. Jeprae.

La produccion de IFN-y en los pacientes tuberculoides fué menor a 70, en cuanto a los
limitrofes tuberculoides la produccién fue mayor a 150 Ul/ml, en uno de los pacientes con la forma
BT llegd a los 400 Ul/ml de citocina  Los pacientes multibacilares del tipo limitrofe (BB) mostraron
un ncremento en la Liberacion de IFN-y y sus valores fueron los mas altos que se registraron en
todos los grupos estudiados, mientras que en los | y LLD los niveles son bajos sin mostrar una

diferenca significativa en la produccién de IFN-y. En el tipo LLN nuevamente la estimulacion no
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fue lo suficiente para producir un incremento en los niveles de IFN-y (grafica 4).
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Grafica 4 Produccién de IFN-y en pacientes con diversos tipos

de lepra con 10ug/mi del sonicado de M. /eprae (Mlson).

Al analizar los promedios y Ia desviacion estandar por grupos (grafica 5), se cbserva que la
mayor estimulacion celular se encuentra en los individuos sanos de zonas endémicas con un indice
superior a2 60 En los pacientes con lepra se presenta un maximo valor de 43, la explicacion a este
resultado se debe a que se encuentra una mayor poblacién de pacientes con formas multibacitares

gue no son fuertes respondedores al senicado y en algunos casos resultan ser anérgicos a este
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antigeno  En los contactos intradomiciliarios al igual que en los pacientes con tuberculosis
pulmonar activa la linfoproliferacion presenta diferencias significativas y es menor a 26. Esta puede
exphcarse por el tiempo de exposicion con pacientes multibacilares que son fuente potencial de
infeccion, y por la reactividad cruzada con epitopes del bacilo de M.fuberculosis presente en los

pacientes tuberculosos.
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Grafica 5 Respuesta proliferativa por grupos
con 10 pg/ml del sonicado (Mlson) de M. /eprae

En la grafica 6 se encuentran por grupos los promedios y la desviacidén estandar de la

produccién de IFN-y. Se observa que al igual que en la gréifica anterior los individuos de zonas
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endémicas muestran la mayor respuesta, con niveles que superan 130 Ul/ml, los pacientes con
tuberculosis pulmonar presentaron un incremento en la produccién de IFN-y, alcanzando valores de
80 Ul/ml; los pacientes con lepra tienen niveles mayores de 50 y la secrecion del IFN-y en este
grupo tiene un maximo de 400 U/ml, mientras que los pacientes con lepra se detecta una menor
produccién, que resulta tener una diferencia significativa con relacion a los individuos endémicos y
los pacientes tuberculosos. Este decremento se explica porque al realizar los promedios se tomaron
en cuenta los pacientes LLN que presentaron una baja respuesta al sonicado del M.feprae y esto

reduce los valores obtenidos en el grupo.

160

140

120 1

100 -

IFN-y (Ul/ml)

Lepiosos Contactos Endémicos Tuberculosos
(n=59) (n=19) {n=20) {n=19)

Grafica 6 Produccion de IFN-y por grupos estudiados con 10ug/ml de Mison.
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6.2 Respuesta inmune celular a la tuberculina (PPD).

Los resultados obtenidos en la cinética de dosis respuesta con diferentes concentraciones de
tuberculina se encuentran en la grafica 7, en donde se muestran los promedios obtenidos para cada
grupo de individuos probados con diferentes concentraciones de tuberculina (PPD).

Los pacientes con tuberculosis pulmonar activa presentaron indices de estimulacion celular
mayores a 200 y no se encontraron diferencias entre las concentraciones de 10 y Ipg/ml. En el
grupo de dividuos sanos de zonas endémicas la respuesta fué un 52% menor que en los pacientes
con tuberculosis. en estos grupos se observd una minima diferencia entre las tres concentraciones
ded antigeno, aunque la mejor respuesta proliferativa tuvo lugar con 10 pg/mi del PPD. Los
contactos intradomiciliarios presentaron un indice promedio de 96 en las tres concentraciones y la
estimulacién fue tan baja como en la observada en los individuos de zonas endémicas. Los pacientes
con lepra paucibacilar constituyen el segundo grupe de mayor respuesta proliferativa con indices
altos en la concentracion de 10 pg/ml, mientras que en los pacientes con lepra multibacilar se
registraron Jos mas bajos indices de estimulacion de todos los grupos sin observarse una diferencias
significativa entre las concentraciones de 10 y 1 pg/m! del antigeno. En el caso particular de los
pacientes con lepra multibacilar, es necesario destacar la similitud de epitopes entre M.leprae y
M. tuberulosts, lo cual se ve réﬂejado en la alta reactividad cruzada, razon por la cual los pacientes
con la forma paucibacilar presentan una elevada proliferacion y una baja respuesta en los pacientes
multibacilares que son reactivos a diversos antigenos de micobacterias, tal como lo es el sonicado de
Mieprae (Mlson)  Es importante sefialar que siempre se detectaron mayores indices de

estimulacion en los ensayos realizados con PPD que en los efectuados con el sonicado de M./eprae
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{Mlson}. Todos los controles sin antigeno usados en cada grupo fileron negativos.
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Gréfica 7 Linfoproliferacion por grupos con diferentes

concentraciones de tuberculina ( PPD).

En la grafica 8 se encuentran los promedios de cada grupo analizado, observandose que la
mayor secrecion de IFN-y para la mayoria de los grupos estudiados se detectd en la concentracién
de 10pg/ml del PPD. Los individuos endémicos, pacientes con tuberculosis y lepra paucibacilar
mostraron una elevada induccién de IFN-y a la concentracion de 10ug/ml y la diferencia con las
otras dos concentraciones del antigeno fue significativa. En los individuos de zonas endémicas y
pacientes con tuberculosis pulmonar activa la diferencia entre las diférentes dosis fue acentuada. Los
contactos intradomiciliarios mostraron una mejor secrecion de la citocina en la concentracion de 0.1

ng/ml y la diferencia entre las otras dos dosis fue poco perceptible. Los pacientes multibacilares no

53



mostraron gran diferencia en las tres concentraciones del antigeno  Se observd en la

linfoproliferacion de los controles sin antigeno un resultado negativo en la produccién de IFN-y.
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Grafica 8 Produccion de IFN-y con diferentes
concentraciones de tuberculina (PPD) por grupos

Los promedios y la desviacion estandar en la respuesta celular a fa tuberculina a la

concentracion de 10 pg/ml usada para estimular las células de los pacientes con diversos tipos de
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lcpra se presentan en la en la grafica 9. Los pacientes con lepra tuberculoide (TT) registraron altas
indices de estimulacion. En los pacientes con la forma limitrofe tuberculoide (BT) la respuesta fue
también alta con indices de estimulacion de 110; en los pacientes indeterminados se detectaron
indices de estimulacién menores en un 30%, a los registrados en los tuberculoides y en los limitrofes
{BB) Sclo dos pacientes superaron valores de 50. Por otro, lado se observd una baja estimulacion
celular en los multibacilares LLN y LLD en quienes los indices de estimulacion no llegaron a superar
¢l valor de 18; estos resultados sugieren y corroboran que en los pacientes multibacitares la
respuesta inmune celular se encuentra disminuida y no son capaces de activar de manera eficiente la
proliferacion de finfocitos T ante un estimulo antigénico de mitégenos y de otros antigenos
micobacterianos  Este fenémeno explica la incapacidad para destruir al bacilo en los casos

mutibacilares (19, 37, 60).
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La produccion de IFN-y nuevamente es elevada en la mayoria de los pacientes paucibacilares
TT y BT que mostraron niveles entre 200 y 250 Uml. En los pacientes indeterminados () y en los
limitrofes (BB) los niveles de la citocina presentaron poca disparidad. La diferencia entre estas es
de 40 Ul/ml con la encontrada en los pacientes paucibacilares TT y BT. Estos resultados en la
produccion de IFN-y en pacientes multibacilares I y BB puede estar relacionada a la duracion del
tratamiento, ya que estos pacientes multibacilares recibieron un tratamiento anti-leproso por varios

aiios v ¢s probable que este factor favorezca la recuperacion del sistema inmune celular de los casos
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con lepra indeterminada y limitrofe.  En los pacientes multibacilares LLD y LLN, los niveles de
IFN-y fueron de 130 y 90 respectivamente, aunque resultaron los més bajos registrados en todos los
grupos. Una probable explicacién de esta respuesta como se menciond anteriormente es el periodo

prolongado del tratamiento de algunos pacientes multibacilares (grafica 10).
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Grafica 10 Produccién de IFN-y con 10 pg/mi de
PPD en los diferentes grupos analizados.
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En la grafica 11 se muestra la respuesta proliferativa por grupos. Los pacientes con
tuberculasis pulmonar activa presentaron el indice de estimulacion de 210, esta respuesta es mas del
100% mayor en relacion con los otros grupos analizados con [a misma concentracidén de 10 pg/ml.
Los pacientes con lepra forman el segundo grupo con mayor indice de estimulacién celular con un
valor promedio de 90. Todos los pacientes paucibacilares y la mayoria de los multibacilares fueron
altos respondedores al PPD Los individuos de zonas endémicas presentaron una respuesta similar y
sin alguna diferencia significativa a la que se encontrd en los pacientes con lepra. La correlacién en
fa estimulacién celular es mayor en los pacientes del tipo paucibacilar, Los contactos
intradomiciliarios no tienen una diferencia importante en relacién con los otros grupos. Los
resultados entre los pacientes con lepra y tuberculosis sugieren la similitud entre ciertos epitopes en
la vacuna del BCG y los presentes en el sonicado (Mlson) de M leprae, lo que tiene como
consecuencia la elevada reactividad cruzada en la respuesta proliferativa de finfocitos T de los
pactentes con lepra y tuberculosis, tal como lo indica Convit ef @/, (46), ademas explica la amplia
varacion en la respuesta celular. Por otra parte esta similitud en la respuesta de los individuos de
7onas endémicas con los grupos de pacientes con lepra y contactos, sugiere que los individuos de
zonas endémicas estdn en un contacto continuo con antigenos micobacterianos, posiblemente de
M tuberculosis dorante alguna etapa de su vida, como los indican los estudios realizados por

Bretscher ef al. {84)
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Grafica 11 Estimutacion celular con 10pg/ml de PPD por grupos

En relacion con la produccién de IFN-y (grafica 12) el PPD resulto ser un excelente inductor
de IFN-y para todos los grupos estudiados, especialmente en los individuos de zonas endémicas y
pacientes con tuberculosis pulmonar activa, ya que éstos presentaron una similar produccion de
IFN-7 y los mayores valores con relacion a los otros grupos  Estos resultados confirman que los
mdividuos sanos de zonas endémicas han estado en contacto con antigenos micobacterianos durante
alguna etapa de su vida. Los pacientes con lepra presentaron 80 UL/ml menos que los pacientes con

tuberculosis y los individuos de zonas endémicas. Es importante indicar que todos los pacientes con
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lepra fueron PPD positivos en los ensayos de proliferacidn celular y secrecion de IFN-y, en especial

todos los paucibacilares, indeterminados y limitrofes que mostraron los mayores valores.

La

produccion de [FN-y fué muy similar a la encontrada en los pacientes con lepra y no se detectd

alguna diferencia en este grupo
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Grafica 12 Secrecién de IFN-y con 10 pg/m! de PPD en los pacientes con lepra




6.3  Respuesta inmune celular al antigeno de 10 kDa de M. leprae.

Los promedios obtenidos en la estimulacién celular con el antigeno de A Jeprae de 10 kDa
se muestran en a grafica 13, Se puede notar que la mejor concentracién para inducir proliferacién
celular fue la de 10 pg/ml al igual que en el sonicado de M.Jeprae (Mlson) y la tuberculina (PPD).
Es importante sefalar que los indices de estimulacion obtenidos con el antigeno de 10 kDa de
A leprae son bajos y el grupo que logré tener los mayores valorés a una concentracion de 1 pg/mi,
fu¢ cl de los pacientes con tuberculosis.pulmonar activa. Esta respuesta se debe a la gran similitud
del antigeno de 10 kDa de M.Jeprae con otros péptidos descritos para M. fuberculosis coma lo
sciialan los estudios realizados por McFadden ef /. (8). Los contactos intradomiciliarios tienen un
fuerie reconocimiento celular por este antigeno puesto que muestran indices de estimulacion
parecidos a los encontrados en los pacientes con tuberculosis en la concentracion de 10 pg/ml. En
fos individuos de zonas endémicas la proliferacion es baja y solo en la dosis de 1 ug/ml se logrd
tener un indice de estimulacion mayor de 5. Los pacientes con lepra paucibacilar mostraron una
respuesta maxima de 6 indices de estimulacion y en los multibacilares la linfoproliferacion fue de 7
en ambos casos la activacion fue del 50% menor a la registrada en los pacientes con tuberculosis
pulmonar activa. Estos resultados indican que el antigeno de 10 kDa de M.Jeprae no es relevante
para [a activacion de linfocitos T de pacientes con Hansen y de individuos sanos de zonas endémicas

a la enfermedad.
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Grifica 13 Dosis respuesta al antigeno recombinante de 10 kPa
de M.leprae en PBMC por grupos.

Los promedios de la produccion de IFN-y por grupos que fueron obtenidos durante la
estimulacion con €l antigeno de 10 kDa de M./eprae se presentan en la grafica 13. Los pacientes
con tuberculosis mostraron nuevamente valores altos en la produccién de esta citocina. Los
individuos de zonas endémicas y los pacientes con lepra paucibacilar presentan similitud en la
induccion de IFN-y al ser estimulados con 10 pg/mi del antigeno de 10 kDa de M.Jeprae, pero no es
la concentracion adecuada para una produccion eficiente. Se encontraron valores mayores a 30
Uliml de IFN-y en la concentracion de | pg/ml del antigeno, cuando las células de los contactes
intradomicilarios se estimularon. En los pacientes con tuberculosis, lepra paucibacilar y los

controles ta secrecién de 1FN-y resultd ser mejor a la concentracion de 1 pg/ml, a diferencia de la
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proliferacion celular que resulté ser adecuada con la concentracion de 10 pg/ml del antigeno de 10
kDa de Mleprae. En los pacientes con lepra multibacilar, la respuesta celular no diftere
significativamente de la produccién de IFN-y, ya que la mejor dosis inductora fue también de 10
ug/mi, pero los valores obtenidos en la liberacién de IFN-y en las células de los pacientes
paucibacilares fueron més bajos con relacién a los encontrados en los otros grupos. En base a
estudios realizados por Lee ef al (66) se sugiere que este antigeno de 10 kDa de M.leprae no es un
inductor para que la respuesta inmune celular sea eficiente en los pacientes tubercuioides. En
general los valores obtenidos con la estimulacién con este antigeno de 10 kDa, son mas bajos que

los registrados en los ensayos del sonicado de M leprae y Ia tuberculina (PPD).
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Gréfica 14 Produccion de IFN-y en PBMC estimulados con
diferentes concentraciones del antigeno de 10 kDa de M. leprae.
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Al analizar la grafica 15, se observa baja estimulacion celular en todos los pacientes con
lepra, ningin tipo de lepra llegd a superar el indice de estimulacion de 8. Los pacientes con las
formas tuberculoide (TT) y los lepromatosos difusos (LLD), fueron los mas altos pero no muestran
entre éstos una diferencia significativa, En los pacientes indeterminados (I) y lepromatoso nodular
(LLN) 1a respuesta fue muy similar y tampoco se encuentra una diferencia importante  Solo los
grupos lmitrofe tuberculoide (BT) y limitrofe (BB} mostraron una menor respuesta celular al
antigeno La elevada respuesta de los pacientes LLN puede explicarse por la duracion de varios

afos del tratamiento a que estin sujetos estos pacientes multibacilares

Indice de estrmulacion
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Grafica 1S Proliferacion celular con 10pug/ml del antigeno de 10 kDa
de M.Jeprae en PBMC de diferentes grupos de pacientes con lepra.
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En la gréfica 16 se ilustran los promedios y la desviacion estindar de la produccion de IFN-y
de los pacientes con lepra  Los pacientes paucibacilares {TT), (BT} y los mutibacilares (I) y (BB)
fueron los grupos con mayor respuesta, la secrecidn entre los BT e I fue muy similar y las
diferencias no son significativas, mientras que en los TT y BB muestran una diferencia de 7 Ul/ml
aunque las diferencias fueron contrastantes. En los pacientes lepromatosos difusos (LLD) y
nedulares (LLN) la secrecion promedio filé muy baja  Diversos autores (58, 66, 80), mencionan la
participacion de este péptido en procesos autoinmunes y lo involucran en la posible induccion de
citocinas del tipo Th2, es probable que ésta sea la razén para observar los mis bajos indices de
estmulactén celular y una escasa produccion de IFN-y. Esto implica que este antigeno no sea capaz

de activar una adecuada respuesta inmune celular en pacientes multibactlares.
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Grafica 16, Produccion de IFN-y en PBMC estimuladas con 10 pg/ml
del antigeno de 10 kDa de M./eprae en pacientes con diversos tipos de lepra.

Al analizar los indices de estimulacion en los diferentes tipos de lepra (grafica 17), una vez
mas s¢ confirma la escasa respuesta celular hacia el antigeno de 10 kDa de M.Jeprae. Los pacientes
con lepra son el grupo que presenta la mayor respuesta hacia este antigeno mostrando un indice de
6 3. Los contactos intradomiciliarios son el segundo grupo en mostrar reconocimiento al antigeno y
ta diferencia es significativa al compararlo con los resultados observados en los pacientes con lepra.
En los individuos sanos de zonas endémicas se observé un indice de estimulacién de 3.8, siendo la

estimulacidn celufar similar a fa encontrada en fos pacientes con tuberculosis; no se mostraron
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diferencias importantes en la actividad linfoproliferativa al antigeno de 10 kDa, Algunos estudios
sefialan que la reactividad cruzada presente en este antigeno de 10 kDa de M./eprae se debe a la

elevada homologia con otros péptidos descritos para el bacilo de M. tuberculosis (81).

Indice de estimulacion
F. 9

Leprosos Contactos Endémicos Tuberculosos
(n=59) {n=19) {n=20) (n=19)

Gréfica 17 Proliferacion en los diferentes grupos estimulados con 10ug/ml
del antigeno de 10 kDa de M.leprae.

La produccion de I[FN-y por PBMC bajo la estimulacion con el antigeno de 10 kDa de
M.leprae en los diferentes grupos puede observarse en la grafica 18. Existe una notable diferencia

con los niveles de proliferacion celular sefialada en la grafica anterior Los pacientes con lepra y en
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¢l grupo de los contactos intradomiciliarios se presenta una escasa secrecion de IFN-y, en relacién
con los pacientes con tuberculosis y los individuos de zonas endémicas, El elevado reconocimiento
en fos pacientes con tuberculosis es debido a la homologia de la proteina con otras presentes en el

bacilo de M. ruberculosis, tal como to sefialan diversos autores.
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Grafica 18 Secrecion de IFN-y en PBMC de pacientes con lepra
estimuladas con 10 pg/mi del antigeno de 10 kDa de M.leprae
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6.4  Respuesta inmune celular al antigeno de 45 kDa de M. leprae.

En la grafica 19 se muestran los promedios de los indices de estimulacion obtenidos en la
cinética de dosis-respuesta para PBMC de los diferentes grupos estimulados con el antigeno de 45
kDa de M.leprae. La respuesta inmune celular en los individuos endémicos fué similar a la
reportada en los pacientes con tuberculosis pulmonar activa; en ambos grupos se registraron valores
menores a 10 indices de estimulacion y no se observaron diferencias significativas entre las tres
diferentes concentraciones del antigeno de 45 kDa  La proliferacion en los contactos
intradomciliarios fué del doble a la presentada en los individuos de zonas endémicas y en los
pacientes con tuberculosis. El mejor nivel de estimulacion celular se obtuvo con la concentracion de
Ig/ml, mientras que no se observaron diferencias entre las otras dos concentraciones del antigeno.
Estos resultados sugieren que el antigeno es reconocido por las células de pacientes con diversos
tipos de lepra y por personas que estdn en contacto estrecho con los pacientes con lepra
multibacilar.  La respuesta de proliferacién celular desarrollada en los pacientes con lepra
multibacilar es ligeramente menor a la encontrada en los contactos, no habiendo diferencias
significativas entre las concentraciones de 1 y 0.1 pg/ml, pero si hay una adecuada proliferacion en
la concentracion de 10 pg/ml. Los controles sin antigeno resultaron negativos en todos los ensayos

de dosis-respuesta realizados con el antigeno de 45 kDa.
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Grafica 19.  Dosis respuesta de las PBMC de los diferentes grupos
analizados con el antigeno recombinante de 45 kDa de M./eprae.

Los promedios de a secrecion de IFN-y producida durante los ensayos de proliferacion
celular con ¢l antigeno de 45 kDa de M./eprae se muestra en la grafica 20. Se observa que los
individuos sanos de zonas endémicas no llegan a tener una estimulacion suficiente en ninguna de las
tres concentraciones como para producir cantidades significativas de IFN-y . Tampoco se encuentra
una produccion de IFN-y significativa en la respuesta celular de los individuos de zonas endémicas
ni en los pacientes con tuberculosis. La mayor respuesta para ambos casos se encontré en la
concentracion de 10 pg/ml. En los contactos intradomiciliarios, la secrecién de IFN-y fué alta en Ia

concentracion de 0.1 pg/ml y decrece conforme Ja dosis del antigeno se incrementa. En los
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pacientes con lepra multibacilar la produccién de IFN-y no mostrd diferencia entre las tres
concentraciones. Los pacientes paucibacilares presentaron una clara dosis-respuesta a las diferentes
concentraciones wtilizadas, siendo la méxima liberacion de IFN-y en 10 ug/mi del antigeno de 45
kDa de M.leprae. Esta respuesta resultd ser el doble de la encontrada en la concentracién de 1
ug/ml y 100% mayor a la respuesta méxima registrada en los demas grupos estudiados. Los

resultados obtenidos se encuentran en estrecha relacién con la proliferacién celular representada en

la grafica 19.
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Grifica 20.  Produccion de IFN-y en los diferentes grupos estudiados durante
el estimulo celular con el antigeno recombinante de 45 kDa de M leprae.
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Los promedios de los indices de proliferacion desarrollada en los pacientes con diferentes
tipos de lepra se presentan en la grafica 21. Los mayores indices de estimulacion celular se
detectaron en los pacientes limitrofes tuberculoides (BT), Ja linfoproliferacion resultd ser més del
doble que la registrada en cualquier otro grupo. Los pacientes tuberculoides e indeterminados
respondieron de igual forma y no presentaron diferencias significativas. Se encontrd que la
respuesta celular va decreciendo a medida que la enfermedad evoluciona al polo lepromatoso. Una
posible explicacion para esta respuesta es sugerida por Mehra ef al. (19) y Tyagi ef al. (37), que
postulan que los epitopes de M.Jeprae y los complejos inmunes circulantes son capaces de inducir
una ausencia de fa activacion de linfocitos T antigeno especificos por mecanismos de tolerancia en
fos hospederos que presentan indices bacteriologicos altos, tales como lo son pacientes con lepra

lepromatosa nodular y difusa (LLN y LLD).
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Grafica21.  Proliferacion con 10 pg/ml del antigeno
de 45 kDa de M.leprae en pacientes con lepra

Los promedios de secrecion de IFN-y producidos por los pacientes con lepra se presentan en
la grafica 22. Los pacientes que logran registrar la mayor produccion de IFN-y son los pacientes
paucibacilares {TT y BT). Sin embargo, los pacientes muitibacilares con las formas indeterminada
(1) y limitrofe (BB) presentaron una produccién considerable de IEN-v, similar a la registrada en los
pacientes TT y BT. Diversos autores (34, 43) sefialan que los pacientes muitibacilares sujetos a
esquemas terapéuticos multi-medicamentosos a base de sulfona acompafiada de rifampicina y

clofazimina, o en los pacientes que son tratados por medio de la inmunoterapia con IL-2
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recombinante presentan un incremento en la activacion eficaz de la respuesta inmune celular y en la
destruccidn intracelular del bacilo de Hansen Los pacientes con la forma lepromatosa nodular
(LLN} y difusa (LLD) registraron escasa liberacion de IFN-y, a excepcion de dos individuos LLN,

que por estar en {ratamiento por varios afios que mostraren una produccién de 400 Ul/ml.,
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Grifica 22-.  Liberacion de IFN-y en PBMC de pacientes con diversos tipos
de lepra estimuladas con 10 pg/ml del antigeno de 45 kDa de M.Jeprae.
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Los promedios de la proliferacién celular por grupos se encuentran representados en la
grafica 23, Los pacientes con lepra muestran un fuerte reconocimiento al antigeno de 45 kDa de
M.leprae. La respuesta es tres veces mayor en comparacién con los pacientes con tuberculosis y los
indiiduos sanos de zonas endémicas. Estos resultados tienen una estrecha relacion con los
encontrados durante la cinética de dosis-respuesta (grafica 19). Los contactos intradomiciliarios
tienen también una elevada respuesta proliferativa, esto sugiere que el antigeno de 45 kDa de
M. Jeprae puede ser capaz de ser reconocido e inducir una respuesta inmune celular en individuos
que no tienen la enfermedad, pero que se encuentran en contacto estrecho con los pacientes
multibacilares que son una fuente potencial de infeccion. Los individuos de zonas endémicas y
pacientes con fuberculosis pulmonar activa no superan un indice de estimulacién de 9 Los indices
de estimulacion obtenidos son altos en relacién a los obtenidos en los ensayos con tuberculina y el
sonicado, ademds sugieren que el antigeno de 45 kDa es reconocido principalmente por pacientes
con lepra paucibacilares del tipo TT y BT, pero de acuerdo con los datos un gran porcentaje de

pacientes I y BB presentan una estimulacién celular y secrecion de IFN-y,
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Grafica 23, Linfoproliferacion con 10 pg/ml del antigeno de 45 kDa
de M.Jeprae con células mononucleares de los diferentes grupos estudiados

En la grafica 24 se presentan los promedios de la secrecidon de IFN-y durante el estimuio
antigénico con la proteina de 45 kDa de M leprae. Se puede observar una estrecha relacidn entre la
produccion de IFN-y y la proliferacién celular (grifica 23); nuevamente, los pacientes con lepra y
los contactos intradomiciliarios mostraron los valores més altos en relacion con los otros grupos
estudiados Los pacientes con tuberculosis presentaron un ligero incremento en la produccién de

IFN-7 y en general una mayor respuesta con relacion a ia encontrada durante la proliferacion celular
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Es importante mencionar que los pacientes que fueron bajos respondedores al sonicado del bacilo
(Mison), tuvieron una eficiente estimulacién celular y liberacién de IFN-y al ensayarlos con 10
ug/ml del antigeno de 45 kDa de M.Zeprae. Por otro lado, al revisar las graficas 23 y 24 se puede
sugerir que hay un bajo reconocimiento por parte de las células de los pacientes con tuberculosis en

fase aguda
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Grafica24.  Secrecion de IFN-y con 10 pg/ml del antigeno
de 45 kDa de M./eprae en los diferentes grupos.
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De los 59 pacientes estudiados 45 no presentaban la cicatriz de vacunacién con BCG, 7
reconocieron no haber sido vacunados y solo en 7 se presentd la tipica cicatriz de la vacuna a la
tuberculosis. En la grafica 25 estan los promedios de los ensayos de proliferacion celular de los
pacientes con lepra vacunados o no con BCG. Se observa que no hay diferencias entre los
individuos vacunados y aquellos en los que se desconoce o que carecen de la cicatriz de vacunacion,
ambos grupos presentan altos indices de estimulacion que van entre 37 y 40 respectivamente. Los
pacientes que reconocieron no ser vacunados con BCG mostraron escasa proliferacion celular con

relacion a los otros dos grupos.
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Gréfica 25, Proliferacion celular con 10 pg/mi del antigeno de 45 kDa
de M.Jeprae en pacientes con lepra vacunados o no con BCG.
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La produccion de IFN-y en las células mononucleares de los pacientes leprosos vacunados o
no con BCG se encuentra en la grafica 26. Los resultados obtenidos en la produccion de IFN.y
contrastan con los datos registrados en la proliferacién celular, ya que los pacientes que no fueron
vacunados tienen una elevada produccién de IFN-y , sin tener ninguna diferencia con el grupo de
pacientes vacunados, mientras que en los individuos sin antecedentes de la vacunacién la secrecion
de IFN-7 es 60 % menor a la registrada en los otros dos grupos. De acuerdo a los resultados
descritos en las graficas 25 y 26 el antigeno de 45 kDa induce el incremento de los niveles def IFN-

¥ en células pacientes con lepra independientemente de estar o no vacunados con BCG.
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Grafica 26.  Produccion de IFN-y con 10 ug/ml del antigeno de
45 kDa de M. Jeprae en pacientes con lepra vacunados o no al BCG,
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En los pacientes multibacilares con la enfermedad clinica muy evolucionada tales como son
los lepromatosos difusos (LLD) y nodulares (LLN), se presentan frecuentemente las denominadas
reacciones de reversa, que son ¢l efecto de la exacerbada respuesta inmune celular del mismo
paciente que termina por lo general incrementando el cuadro histopatologico del mismo. De estos
pacientes se encontraron que 33 nunca presentaron historia alguna, 4 presentaban al tomar la
muestra de sangre wna reaccién leprosa tipo I y 22 tenian histoﬁa de reaccion tipo 11, por esta razon
se decrdid analizar la respuesta proliferativa y la secrecién de IFN-y durante la estimulacién con 10
pg/ml del antigeno de 45 kDa de M./eprae. En la grafica 27 se muestran los indices de estimulacion
obtenidos en los pacientes con o sin historia de reaccién leprosa. La respuesta en los individuos sin
evidencia elinica de reaccidn leprosa mostraron un valor maximo de 40, mientras que los pacientes
con reaccion tipo I se registraron un indices de estimulacién celular superior a 100. En los pacientes
con historia de reaccion tipo I se mostré la més baja profiferacion con relacién a los otros dos
grupos analizados. Estos resultados indican que en los pacientes multibacilares sin reaccién leprosa
Ia respuesta celular es atn capaz de inducir una proliferacion antigeno-especifica al 45 kDa de
M.feprae, por otro lado se encuentra una mayor respuesta linfocitaria al antigeno de 45 kDa en los
pacientes con reaccion tipo I En los pacientes con reaccién de tipo 1, los resultados obtenidos se
correlacionan con las observaciones de diversos autores que han informado de que en éstos
pacientes con reaccion tipo II [a respuesta inmune es principaimente humoral y se encuentran un
gran nimero de complejos nmunes que dafian diversos tejidos del hospedero, mientras que la

respuesta inmune celular es escasa para mitogenos y ciertos antigenos recombinantes (11, 43, 87).
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Grafica 27.  Linfoproliferacion con 10 ug/ml del antigeno de
45 kDa de M.Jeprae en pacientes con historia de reaccién leprosa.

Los promedios en fa produccién de IFN-y en pacientes con lepra con v sin reaccién leprosa
sc presentan en la grafica 28. Se observd uma estrecha relacién entre la proliferacion celular y la
produccién de [FN-y en los pacientes con la reaccion tipo I. Nuevamente, se presentan valores de
linfoproliferacion de mas del doble, en relacién con los otros dos grupos estudiados. Los pacientes
sin reaccion leprosa y los que tienen el tipo Il presentan produccion similar de {IFN-y y ambos

grupos superan las 100 Ul/ml. La diferencia entre estos dos 8rupos no es significativa  Estos datos
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sugteren que frente al antigeno de 45 kDa los pacientes con o sin reaccion tipo I, mientras que su
proliferacion celular se encuentra en correlacion con la produccion de IFN-y. Mientras que en los
pacientes con reaccién tipo II la respuesta inmune celular es baja, pero no la produccién de IFN-y
Los estudios realizados por otros investigadores {43, 49), deruestran que cuando [os niveles de
IFN-y se incrementan en pacientes multibacilares se disminuye la activacion policlonal de linfocitos
B y los titulos de anticuerpos Los resultados obtenidos sugieren que el antigeno de 45 kDa de
M leprae pueda reducir [a sintesis de citocinas IL-4 e IL-18 y por lo tanto de linfocitos tipo Th2 en

los pacientes multibacilares con reaccion leprosa tipo I1.
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Grafica28.  Secrecion de IFN-y con 10 pg/ml de[ antigeno de
45 kDa de M./eprae en pacientes con historia de reaccién leprosa,
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En algunas infecciones causadas por hongos y bacterias se ha demostrado Ia influencia
hormonal para el desarrollo de la infeccion y para la evolucion hacia un polo determinado de la
enfermedad, en este trabajo analizamos en ambos sexos las diferencias posibles durante la
proliferacion celufar y fa secrecién de IFN-y . La respuesta inmune celular por sexas con el antigeno
de 45 kDa se muestran en la grafica 29 Se encontrd que a pesar de que hay mas sujetos del sexo
masculino que femenino con la enfermedad, no hay diferencias importantes en la respuesta inmune

celufar at antigeno de 45 kDa de M. Jeprae.
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Grafica 29.  Proliferacion de PBMC por sexos con 10 pg/m]
del antigeno de 45 kDa de M Jeprae en pacientes con lepra
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Los resultados de la produccién de IFN-y en ambos sexos se presentan en la grafica 30. Se
detecté que las mujeres produjeron mas del doble de IFN-y que la poblacién masculina.
Posiblemente esto se debe a que la mayor parte de la poblacién femenina es mas joven con respecto

a la masculina, ademas de que presentaban en promedio una menor evolucién de la enfermedad.
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Grafica30.  Produccién de IFN-y con 10 pg/ml del antigeno
de 45 kDa de M. /eprae en pacientes con lepra por sexos.
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También se analizé si la edad de los pacientes con lepra tiene algin efecto sobre la respuesta
inmune celular al antigeno de 45 kDa de M.Jeprae. En la grafica 31 se observa que los mejores
respondedores al antigeno se encuentran entre las edades de 20 y 56 afios  Ademds se encontré un
decremento en la proliferacion en los pacientes de mayor edad. La explicacion a ésto se debe a que
los pacientes con mayor edad padecen principalmente las formas muitibacilares {LLN y LLD),

mientras que los individuos jovenes tienen las formas tuberculoides (TT y BT)
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Grafica31  Proliferacion celular con 10 pg/ml del antigeno
de 45 kDa de M./eprae en pacientes con lepra por edades.
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6.5 Respuesta inmune celular al antigeno de 65 kDa de M./eprae.

Loz promedios de la cinética de dosis respuesta con el antigeno de 65 kDa se encuentran en
la grafica 32 La mayor respuesta a este antigeno se detectd en los pacientes con tuberculosis e
mdwviduos de zonas endémicas. Los indices de estimulacion son elevados en las tres
concentraciones y no se encontrd diferencia significativa entre éstas. Los elevados indices de
estmulacion celular presentada en los pacientes con tuberculosis se explica por la homologta del
5% de este antigeno de 65 kDa de M./eprae con otros antigenos descritos previamente (8, 68).
Los resultados obtenidos indican que el antigeno de 65 kDa es reconocido por linfocitos de
individuos sanos de zonas endémicas y por pacientes con tuberculosis. Los contactos
mtradomiciliarios mostraron una respuesta maxima en la concentracién de 10 pg/ml y en lag otras
dos la estimulacion fué similar. Los pacientes con lepra multibacilar mostraron una proliferacion
cclular mayor en la concentracidn de 10 pg/ml, mientras que en 1 y 0.1 pg/ml no se encontrd
diferencia significativa alguna. Los pacientes paucibacilares desarrollaron indices de estimulacién de
13 en la concentracion de 10 pg/ml y la respuesta fué menor que la encontrada en los pacientes con
tuberculosis pulmonar activa. Algunos autores como Esaguy ef al. (18) y Lamb et al. (64), han
sugerido que la homologia del antigeno de 65 kDa de M.leprae con otros péptidos descritos para
M.tuberculosis reduce el reconocimiento de inmunoglobulinas del isotipo IgG provenientes de
pacientes con lepra paucibacilar, ademéds de asociar a este antigeno con fendmenos de
autoinmunidad durante la activacion policlonal inespecifica sobre linfocitos T v B en pacientes

multibacilares
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Los indices de estimulacién que se obtuvieron en el presente trabajo con el antigeno de 65
kDa de M./eprae sugicren un fuerte reconocimiento en pacientes con tuberculosis pulmenar activa,

controles endémicos sanos y pacientes paucibacilares con la enfermedad de Hanser .
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Grafica32.  Dosis respuesta durante la estimulacién con él
antigeno recombinante de 65 kDa de M./eprae.

En al grafica 33 se presentan los promedios del IFN-y producido en cada grupo estudiado.
Se observé una relacién entre los indices de estimulacion celular y los niveles de IFN-y producidos
durante la estimulacion con el antigeno de 65 kDa en las células de los pacientes con tuberculosis e
individuos endémicos. La secrecion de IFN-y fue alta en la concentracién de 10 ng/m! en pacientes

con tuberculosis e individuos endémicos Los valores registrados llegaron a superar los valores de
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125 y 130 respectivamente, mientras que la produccion de [FN-y fue disminuyendo de acuerdo a la
concentracién del antigeno Los contactos intradomiciliarios y los pacientes con lepra multibacilar
presentaron indices de estimulacién similares para la concentracion de 10 pg/ml y las diferencias
encontradas entre las dos concentraciones restantes fre minima. La respuesta al antigeno de 65 kDa
de Mleprae que se obtuvo en los contactos, se puede explicar por tiempo prolongado de
convivencia que tienen la mayoria de estos individuos con los pacientes con lepra que son fuente de
diversos antigenos y también por la tasa de pacientes con diversas formas con tuberculosis que hay
€N nuestro pais.

En los pacientes con lepra paucibacilar la secrecién de [FN-y es baja a las concentraciones de
1y @ I pg/ml del antigeno, mientras que a 10 pg/ml, se encontré una produccion mayor a 10 Ul/ml,
Los resultados obtenidos en los grupos endémicos, tuberculosos, contactos y pacientes con lepra
paucibacilar tienen correlacién con la respuesta inmunidad celular descrita en la grafica 32. La
escasa produccidn de citocina en los pacientes con lepra multibacilar est en relacién con la carga de
bacilos dentro de los tejidos de los pacientes. Por otro lado en los valores encontrados en los
pacientes paucibacilares el IFN-y de 80 UL/ml, sugieren que el antigeno de 65 kDa no es un buen
inductor de la proliferacion celular pero si es capaz de activar la produccion de JFN-y. Los controles

sin antigeno en todos los ensayados y en todos los grupos resultaron negativos.

38



160
140 +
120 -
= 100
E
E 80 - S10 g/ ml
- o1
£ 201
w y d
60 mNo Ag
40
20
o

Endémicos Contaclos Tubercuksos Lepra Lepra
mulbaciar pauchacipr

Bonador

Gréifica 33, Produccién de IFN-y durante le estimulo antigénico con
el 65 kDa de M.Jeprae en los PBMC por grupos.

L.os promedios de la respuesta proliferativa desarrollada en los pacientes con diferentes tipos
de lepra estimulados con 10 pg/m! del antigeno de 65 kDa de M./eprae se presentan en la grafica
34 De los pacientes paucibacilares, los del tipo tuberculoide (TT) presentan un valor méximo de
14 Este indice es el mayor registrado en los paucibacilares, mientras que en los limitrofes
tuberculoides (BT) se muestra una escasa proliferacién celular 2 este antigeno. Los pacientes
indeterminados (I} no muestran una diferencia alguna con la estimulacion desarrollada en los

pactentes BT La menor respuesta encontrada en pacientes multibacifares se registra en el grupo
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limitrofe (BB) con un indice maximo promedio de 4. Los pacientes con formas lepromatosas
difusas (LLD) tienen una elevada proliferacion al antigeno de 65 kDa. La posible explicacién a este
incremento en la activacién es que algunos de estos pacientes de este grupo presentaban una
reaccion leprosa del tipo | al momento de tomar de la muestra de sangre, otra probable explicacién
para el reconocimiento del antigeno por parte de los paciente LLD es Ia relacién a que se involucra
a este antigeno de 65 kDa con diversos procesos de autoinmunidad desarrollados en las reacciones
leprosas  Por otro lado se observod que los pacientes lepromatosos nodulares (LLN), no son
eficientemente estimulados por este antigeno, para inducir ‘la proliferacion que es necesaria para

destrurr al bacilo o para activar la maquinaria enzimética intracelular para ta destruccién del bacilo.
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Grifica 34.  Linfoproliferacién en los pacientes con lepra estimulados
con 10 pg/ml del antigeno de 65 kDa de M. leprae
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Los promedios de secrecién de IFN-y durante la estimulacion celular con el antigeno de 65
kDa de M.leprae se presentan en la grifica 35. Los pacientes con la forma tuberculoide (TT)
resultan ser estimulados apropiadamente y presentan la mas alta secrecion de IFN-y registrada en
todos los grupos estudiados. Los pacientes limitrofes presentan gran similitud en la secrecién de
H'N-7 y no se encuentra una diferencia real ente estos dos grupos Se presenta una baja produccion
de IFN-y en especial con los pacientes con las formas multibacilares I, LLD y LLN. Al relacionar
los resultados obtenidos con la cinética de dosis-respuesta para la secrecién de IFN-y con el
antigeno de 65 kDa de las graficas 32 y 33, se encuentra que los pacientes con tuberculosis
recanocen mejor al antigeno, ya que muestran los mas altos niveles de IFN-v liberados durante el
estimulo antigénico  Esto confirma la gran homologia que tiene el antigeno de 65 kDa de A./eprae
con péptidos presentes en el bacilo de M. ruberculosis. Los resultados obtenidos indican que en
lugares en donde existe una alta tasa de tuberculosis y un predominio de pacientes con lepra
multibacilar, 1a respuesta celular y produccion de IFN-y al 65 kDa de M.leprae no es eficiente y el
antigeno no es una buena opcién para realizar estudios seroepidemiol6gicos, ya que presenta una
clevada reactividad cruzada y se reduce ia especificidad como lo indican otros investigadores como
Khanolkar ef al. (45) y Misra ef al. (52), que muestran datos muy similares a los presentados en este

trabajo
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Grafica 35  Produccién de 1FN-y en los pacientes con diferentes tipos de
lepra estimulados con 10 pg/ml de antigeno de 65 kDa de M. feprae.

Los promedios obtenidos en la proliferacion por grupos se presentan en la grafica 36. Se
observd una estrecha correlacién con los resultados registrados en la grafica 32. Los mayores
indices de estimufacién celufar se obtuvieron en los pacientes con tuberculosis y en los individuos
sanos de zonas endémicas Los pacientes con lepra no son respondedores al antigeno, ya que
muestran un indice de estimulacion maxime de 8. Los contactos Intradomiciliarios muestran una
escasa respuesta celular de 3 indices de estimulacion. Estos resultados obtenidos en los pacientes
con lepra y contactos confirman que el antigeno de 65 kDa de M./eprae no podria estimular lo

suficiente las células mononucleares para producir la destruccitn intracelular del bacilo y Hegar a
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producir una proteccion en individuos que se encuentran con alto riesge a adquirir la enfermedad
como lo son los contactos intradomiciliarios o en los pacientes ¢on una baja carga de bacilo dentro

de las células infectadas
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Grafica36.  Proliferacion celular por grupos con 10 pg/mi
del antigeno de 65 kDa de M./eprae.

Los promedios de Ia secrecion de IFN-y por grupo se encuentran en la grafica 37 Los
pacientes con tuberculosis y controles endémicos nuevamente presentaron la mayor respuesta

registrada. Mientras que en los pacientes con lepra y los contactos intradomiciliarios la respuesta
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fué baja y sin diferencia significativa entre ellas. Los resultados de la secrecién de IFN-y corroboran
que no es eficiente la activacion de la respuesta inmune celular en pactentes infectados con el bacilo
de Hansen ni en individuos que conviven con ellos y que tienen un alto riesgo de adquirir la
enfermedad La baja respuesta encontrada en fos pacientes con lepra por el antigeno de 65 kDa de
M.leprae no se puede atribuir al tratamiento en que se encontraban al tomar las muestras de sangre
ya que éstos mismos individuos respondieron con altos indices de estimulacion celular y elevados
niveles de IFN-y a la tuberculina (PPD) y a la fitohemaglutinina (PHA) utilizada como control

positivo en todos los ensayos de proliferacién celular,
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Grafica37  Secrecion de IFN-y en los grupos estudiados
con 10 pg/ml del antigeno de 65 kDa de M. /eprae
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6.6  Respuesta inmune celular al antigeno de 30-31 kDa de M. leprae.

Los promedios de los indices de estimulacién durante la cinética de dosis-respuesta celuiar al
antigeno de 30-31 kDa de M./eprae se encuentran en la grafica 38. Se encontrd proliferacién
celular en los individuos de zonas endémicas dependiente a la concentracién del antigeno y no se
registro una  diferencia importante entre las tres concentraciones, En los contactos
intradomiciliarios, existe una mayor respuesta, pero no se observd con diferencias significativas
enire las tres concentraciones utilizadas. La proliferacion en los pacientes con lepra resultd ser
clevada, en especial en los pacientes paucibacilares que mostraron tener una estimulacidn maxima en
fa concentracién de 10 pg/ml del antigeno, mientras que las otras dos concentraciones no se
detectaron variaciones, Diversos estudios mencionan que el antigeno de 30-31 kDa de M.leprae es
uno de los primeros componentes del bacilo que se difunde de los tejidos infectados, esto hace que
su antigenicidad sea mayor y se aumente el reconocimiento de anticuerpos de isotipos IgM e IgG de
pacientes paucibacilares (TT y BT). Se ha descrito que este antigeno de 30-31 kDa de M leprae

presenta una reactividad cruzada de 25-30% con otros antigenos de M. fuberculosis.
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Grafica 38.  Dosis respuesta al antigeno recombinante de
30-31 kDa de M. leprae en los diferentes grupos estudiados

En Ja grafica 39 se encuentran los promedios de la produccion de IFN-y en las células
mononucleares de los diferentes grupos estimulados con el antigeno de 30-31 kDa de M.leprae. La
produccidn de IFN-y para todos los grupos fue la mayorcon respecto a tedos los otros antigenos
recombinantes y crudos estudiados en el presente trabajo. Los individuos de zonas endémicas
presentaron las mayores unidades de IFN-y cuando fueron estimulados con la concentracién de 10
ng/ml, llegando a secretar concentraciones mayores de 200 Ul/ml de IFN-y. En los contactos
intradomiciliarios, fa produccion fué elevada y no se encontraron diferencias significativas entre las

tres concentraciones del antigeno. Los pacientes con tuberculosis al igual que los individuos de
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zonas endémicas mostraron una excesiva produccion de IFN-y en la concentracién de 10 pg/ml. No
se encontré alguna diferencia importante entre las dos concentraciones restantes y ambos mostraron
una clara dosis-respuesta al antigeno de 30-31 kDa de M./eprae. Todos los pacientes con lepra
fueron fuertes respondedores al antigeno y los niveles de secrecién también fueron elevados, en
cspectal a la concentracién de 10pg/ml del antigeno. Estos resultados confirman la elevada
antigenicidad del antigeno de 30-31 kDa de M. leprae para inducir una produccién no especifica de

IFN-y.
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Grafica 39.  Produccion de IFN-y durante el estimulo con el antigeno
de 30-31 kDa de M./eprae por grupos estudiados.
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Los promedios y la desviacion estandar de la estimulacién celuiar obtenida en los pacientes
con lepra al antigeno de 30-31 kDa de M. Jeprae, se presentan en la grafica 40. Se observd que los
pacientes paucibacilares (TT y BT) mostraron indices de estimulacion altos, en especial los
hmitrofes tuberculoides que llegaron a tener una estimulacion de 100, no obstante, el grupo de
indeterminados (I), mostraron valores similares a los registrados en los pacientes tuberculoides
{TT) Esto probablemente significa que la inmunidad celular adn en pacientes con alta carga
bacteriologica en sus tejidos es capaz de actuar eficientemente para la eliminacién del bacilo. Los
pacientes con las formas limitrofe (BB), lepromatosa difusa (LLD) y lepromatoso nodular (LLN),
muestran una disminucion de sus valores conforme a la evolucion de la enfermedad.  Algunos
autores (19) han descrito que la respuesta inmune celular a los antigenos como la lepromina
disminuye la activacidn y proliferacién de monocitos {incluyendo macréfagos y linfocitos T), en
pacicntes multibacilares LLD y LLN. Contrastando con los hallazgos anteriores se detectd que solo
dos pacientes lepromatosos nodulares (LLN) registraron una elevada reactividad al antigeno. Pero
csto se explica por el tratamiento de afios en que se encontraban cuando se tomaron las muestras.
Esta observacion es importante ya que se ha descrito que existe una relacién directa entre la

duracion de! tratamiento y la respuesta inmune celular contra el bacilo en pacientes mutibacilares.
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Grafica40.  Proliferacion con 10 pg/ml del antigeno de 30-31 kDa
de M./eprae en pacientes con diferentes tipos de lepra.

Los promedios de la secrecién de IFN-y en las PBMC de pacientes con lepra estimulados
con ¢l antigeno de 30-31 kDa de M.leprae se muestran en la grafica 41. Todos los pacientes
secretaron elevadas concentraciones de IFN-y. Los pacientes paucibacilares TT y BT, sobre todo
fos del tipo fimitrofe (BB), mostraron los mayores nivefes de fa citocina en los sobrenadantes de
cultivo con el antigeno de 30-31 kDa de M.Jeprae. Los pacientes indeterminados vy

lepromatosos  difusos (LLD) registraron bajas concentraciones de IFN-y y no presentaron

99



diferencias. En contraste los lepromatosos nodulares (LLN) fueron el segundo grupo de pacientes

que mostraron un incremento en la secrecidn de IFN-y .
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Grafica4].  Secrecién de IFN-y en paciente con lepra con 10ug/ml del
antigeno de 30-31 kDa de M.Jeprae.

La respuesta inmune celular al antigeno de 30-31 kDa de M.leprae en diferentes grupos de
pacientes con lepra se presenta en la grafica 42. Mas del 50% de los pacientes con lepra mostraron

ser los mejores respondedores al antigeno de 30-31 kDa, lo cual incrementé el promedio durante el
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anilisis de los datos obtenidos en este trabajo. Estos resultados muestran relacién con diversos
estudios (88, 89) que sefialan Ia elevada antigenicidad que tiene este antigeno de 30-31 kDa de
M feprae por la capacidad proliferativa de células mononucleares ¥y reconocimiento con anticuerpos
provenientes de pacientes con lepra tuberculoide y limitrofe. La respuesta encontrada en los
contactos intradomiciliarios y en los individuos sanos de zonas endémicas fue muy similar ¥ con
poca variacion, una excepcion fue un contacto que mostrd tener un indice de estimulacidén de 100.
Los pacientes con tuberculosis pulmonar activa mostraron un reconocimiento por el antigeno,
existiendo poca diferencia (5 UU/ml) en la secrecién de IFN-y en relacién con los contactos y los
individuos endémicos. De acuerdo a estos resultados, el antigeno de 30-31 kDa parece ser una
bucna opcién para el estudio inmunologico de la lepra, no obstante, de que se presenta
reconocimiento celular en individuos sanos de zonas endémicas y en pacientes con otras

enfermedades causadas por micobacterias tales como M. fuberculosis.
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Grafica42.  Indices de estimulacion en los diferentes grupos estimulados
con 10 ug/ml del antigeno de 30-31 kDa de M. Jeprae.

Los promedios de ia produccion de IFN-y por grupe se presentan en la grafica 43.
Nuevamente en todos los grupos se observaron niveles elevados de IFN-y, sobre todo en los
pacicntes con lepra, tuberculosis e individuos endémicos, sin encontrarse una variacion importante
entre estos grupos  Los contactos intradomiciliarios secretan méas de 100 UYmi, lo cual sugiere que
¢l antigeno de 30-31 kDa posiblemente provoca una activacion de células productoras de [FN-y que
pueda mducir un desbalance negativo para los pacientes con lepra y tuberculosis, contribuyendo asi

al mecremento en el dailo histopatologico del paciente multibacilar,
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Grafica43.  Produccitn de IFN-y con 10 pg/ml del antigeno
de 30-31 kDa de M.Jeprae por grupos.

En resumen la mejor estimulacion celular y secrecidn de IFN-y por grupos se obtuvo con la
concentracién de 10 pg/ml de cada antigeno como se puede observar en la tabla I11. Los pacientes
con lepra y los contactos intradomiciliarios reconocieron adecuadamente el antigeno de 45 kDa de
M.leprae, en relacion con los otros grupos y antigenos estudiados. Se puede notar que la activacién
ent pacientes con tuberculosis y en individuos sanos de zonas endémicas es baja. Los resultados

sugieren que el antigeno de 45 kDa no solo es reconocido por anticuerpos de pacientes con lepra,
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sino también es capaz de inducir la activacion especifica de linfocitos en pacientes con diversos tipos

de lepra y en individuos con riesgo a adquirir la enfermedad.

Tabla HL
Resumen de los resultades obtenidos por grupes durante
la respuesta inmune celular con 10 pg/mi de los antigenos utilizados.

Sujetos | MB(n=45) | PB(n=14) | C(n=19) E{(n=20) | TB{(n=19)
Ag o IE |IFN-y| IE [IFN-y| IE |IFN«wy| IE [TFN«y| IE | IFNvy
Mitogenos
65 kDa 931 1362510677245 | 490 | 3990 | 21.34 {14727 18.17 [ 128.99
45 kDa 31.83 [129.74] 89.73 [205.061 2264 | 7747 | 8.56 | 2122 | 680 | 3085
30 kDa 35.46 | 159.39] 83.70 |205.89[ 23.80 | 96.28 | 25.52 | 187.20| 20.57 [ 176.05
10 kDa 5.21 19521 530 13513 { 500 {1593 | 367 | 40131 322 | 8294
Mison 3883 1 91.66 [107.57| 11528} 17.17 } 4282 | 66.92 | 136.1 | 23.73 | 85.26
PPD 34 51 |152.49(119.65|226.47) 82,36 [ 129 70| 90.44 | 236 40|208.12|240.74
PHA 136.46297.14 299 07{277.14(126.32|222.42|119.78 | 293.00|204.32 1233 .68
n=  Nimero deindividuos estudiados PB = Pacientes con lepra paucibacilar
PHA =Fitohemaglutinina MB = Pacientes con lepra multibacilar
IE= Indice de estimulacidn celular E= Individuos de zonas endémicas
C=  Contactos Intradomiciliarios TB = Pacientes con tuberculosis
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7.  DISCUSION.

La descripcion original del antigeno de 45 kDa de M.[eprae incluyé la caracterizacion inicial
de esta proteina mediante serologia usando Western blott (86). Con la finalidad de examinar la
respuesta inmune celular de humanos con lepra y sujetos control a este antigeno, se llevd a cabo este
estudio enfocando los objetivos hacia dos de los mecanismos que tienen un papel fundamental en la
proteccion contra enfermedades micobacterianas. Uno de ellos es la proliferacién de células
mononucleares de sangre periférica y el segundo, la produccién de IFN-y por dichas poblaciones
celulares sometidas a la estimulacion con el antigeno de 45 kDa de M. /eprae.

En su fase inicial este proyecto comprendid la estandarizacion técnica y el andlisis de dosis-
respuesta (o cinética), con el antigeno de 45 kDa de M./eprae, asi como de una bateria de antigenos
micobacterianos previamente caracterizados por otros autores. En su fase de desarrollo el estudio
incluyd la realizacién de ensayos de proliferacion celular y la determinacion de IFN-y en grupos de
pacientes mutibacilares y paucibacilares con lepra, sus contactos intradomiciliaries, sujetos sanos de
zonas endémicas y pacientes con tuberculosis pulmonar activa.

Los resultados obtenidos indican que [a concentracion de 10pg/ml para los antigenos
recombinantes y del sonicado de M./eprae fué la mas adecuada para estimular las células, ya que se
registraron los mas altos indices de estimulacién y niveles de produccién de IFN-y durante los
ensayos de proliferacion celular y deteccién por ELISA. Ensayos previos realizados por la Dra,
Anne MacFarlanne, mostraron que concentraciones de antigenc mayores a 10ug/ml causaban un
incremento en la muerte celular, esta fue ¢l motivo para realizar la cinética de dosis-respuesta en

todos los antigenos crudos y recombinantes empleados en este trabajo
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Este trabajo indica que el antigeno de 45 kDa de M./eprae es capaz de estimular las células
mononuclerares de pacientes multibacilares con lepra LLD y LLN y en contactos intradomiciliarios
los cuales tienen altas posibilidades de contraer la enfermedad. Los indices de estimulacién y
secrecion de IFN-y en estos grupos fueron los mas altos detectados en comparacién con los otros
antigenos tecombinantes del bacilo. Los indices de estimulacién celular y niveles de IFN-y
obtenidos con el antigeno de 45 kDa mostraron tener una importante diferencia en todos los ensayos
can los pacientes paucibacilares (TT y BT), indeterminados (1) y en los limitrofes (BB), Ia respuesta
mostro una clara relacion con el tipo de lepra del paciente El reconocimiento resulté ser bajo en fas
células de sujetos sanos de zonas endémicas y en pacientes con tuberculosis pulmonar activa, lo cual
suglere que es una respuesta especifica.

El antigeno de 45 kDa de M.Jeprae fue capaz de activar las células de pacientes
mutibacilares que resultaron negativos al sonicado {(Mlson). Los resultados obtenidos durante la
proliferacion celular y la liberacion de IFN-y resalta la importante funcién que tienen los antigenos
como posibles inductores de linfocitos tipo Thl aiin en pacientes con las formas LLD y LLN que
resultan ser anérgicos a otros antigenos crudos o purificados. Estudios realizados por Haanen ef of
(25), mencionan el efecto que tienen antigenos micobacterianos para la estimulacién de linfocitos
tipo Thl durante la respuesta inmune en pacientes multibacilares. Por otro lado los niveles de IFN-y
obtenidos en los contactos intradoliciliarios e individuos sanos de zonas endémicas se relacionan con
los descritos por Sampaic ef al, (43), los cuales mencionan que individuos que conviven por
penodos prolongados con pacientes con lepra multibacilar, muestran una importante modificacién
en la respuesta inmune celular de los contactos, incrementando sus posibilidades de adquirir fa

enfermedad.

106



La proliferacion celular y la produccion de IFN-y obtenida en los pacientes paucibacilares TT
y BT que fueron estimulados con el antigeno de 45 kDa mostraron poca variacion, pero en los
multibacilares LLD y LLN, la estimulacion y secrecion de IFN-y fue menor y no se encontrd
correlacion entre ambas. Estudios realizados por Libraty e af.(49) y Jullien ef af,(50), destacan la
importancia de los elevados niveles de IFN-y en la reduccion en la proliferacion celular de otras
células como los son los linfocitos B Estos autores mencionan también que el IFN-y ejerce una
regulacion en la secrecion y sintesis de otras citocinas tales como IL-12 e IL-15, las cuales son
capaces de estimular la actividad vy funcién de macrofagos y linfocitos T, lo cual altera Ia respuesta
inmune celular contra el bacilo de Hansen.

Los bajos indices de estimulacién obtenidos contrastan con la reduccién de los niveles de
IFN-y secretado por las mismas células. Esto sugiere que altos niveles de IFN-y liberados en el
microambiente pueden alterar temporalmente la linfoproliferacion durante é! estimulo con antigenos
crudos provenientes del bacilo o purificados,

Los indices de estimulacién y los elevados niveles de IFN-y en los pacientes con lepra
multibacilar (I, BB, LLD) obtenidos en e presente trabajo, se relacionan con la restauracion de la
respuesta proliferativa descrita por Mustafa ef al. (90); estos autores indican que los pacientes
multibacilares con lepra lepromatosa poseen una pequefia proporcion de células T que pueden
reconocer y proliferar con antigenos recombinantes de 65 kDa, 36 kDa, 12 kDa y 18 kDa de
M.leprae o con el empleo de adyuvantes como son M, bovis BGC + M.leprae. Estos antigenos son
capaces de estimular la linfoproliferacién e incrementar la produccion de IFN-y e IL-12 para

contribuir con la restauracién de la respuesta inmune celular contra el bacilo de Mleprae,
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Convit ef al (46), han demostrado que el bacilo de M.bovis BCG posee algunos epitopes que
presentan reactividad cruzada y sefialan que por su elevada antigenicidad, estos antigenos pueden
canferir proteccion contra infecciones de lepra en individuos que conviven con pacientes
multibacilares Los resultados obtenidos en este estudio sefialan que la estimulacion con 10 pg/ml
del antigeno de 45 kDa de M.Jeprae en células mononucleares de pacientes con lepra que fueron
vacunados con BCG presentaron elevados indices de estimulacién asi como altos niveles de ITFN-y,
mientras que los pacientes no vacunados mostraron baja estimulacién celular, pero con elevacién en
la preduccion de IFN-y. Esto indica que el antigeno de 45 kDa es capaz de inducir 1a produccién de
IFN-y en pacientes multibacilares independientemente de tener la cicatriz de vacunacién del BCG.

Estudios anteriores realizados por Vega-Lopez ef al (86) y Rinke De Wit ef al (85),
mostraronque existe un fuerte reconocimiento de anticuerpos del isotipo IgG de pacientes
multibacilares y paucibacilares. Los resultados descritos por estos autores confirman que [a proteina
de 45 kDa de M. /eprae es capaz de estimular y activar la produccién de anticuerpos de linfocitos B
y ademis es reconocido especificamente por linfocitos T y NK. Esto puede explicar los elevados
niveles de IFN-y secretados en los medios de cultivo de los pacientes con lepra y contactos
intradomiciliarios. En células de pacientes con historia de reaccién leprosa tipo 1 que fueron
estimulades con 10 pg/ml del antigeno de 45 kDa de M./eprae, se observd una marcada produccion
de JFN-y con relacidn a los pacientes con historia de reaccion del tipo II y de aquellos que no
tuvieron antecedentes de reaccién de reversa. Estos resultados confirman que la respuesta inmune
celular no ésta abatida en pacientes con lepra multibacilar con reaccién de reversa y que existen
células capaces de reconocer antigenos de M./eprae; tal es ¢l caso del antigeno de 45 kDa que

resultd estimular una respuesta celular para activar la linfoproliferacién antigeno-especifica.
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Diversos autores han sefialado que la calidad de los anticuerpos, asi como la respuesta a diversos
antigenos se encuentra en relacion estrecha con la edad del paciente. Los resultados obtenidos aqui,
sefialan que los indices de estimulacion celular presentan una distribucion de acuerdo a la edad, esto
puede explicarse porque los individuos de mayor edad padecian formas multibacitares, mostrando
menores indices de estimulacion celular en relacién con los pacientes jovenes que preseniaban
principalmente las formas clinicas del tipo tuberculoide.

No se detect$ ninguna diferencia significativa en la estimulacion celular con respecto al sexo
de los pacientes con lepra, pero si en la produccion de IFN-y. A la fecha no se sabe sj existe alguna
influencia hormonal que regule la respuesta humoral y liberacién de IFN-y en [a enfermedad de
Hansen.

Un estudio reciente realizado por Klatser ef af, (91), sefiala que fa respuesta humoral v
celufar de pacientes multibacilares y paucibacilares a antigenas recombinantes puede variar
dependiendo del 4rea geografica  Estos autores demostraron que el complejo mayor de
histocompatibiiodad (HLA) tiene una funcion importante en el reconocimiento de antigenos
purificados y crudos. En particular, sefialan gue el antigeno de 45 kDa de M.Jeprae presenta una
baja respuesta celular y humoral en pacientes con lepra multibacilar, mientras que Ia respuesta a un
extracto crudo la respuesta humoral y celular fué mayor con relacion a los antigenos recombinantes
que utilizaron. La importancia del trabajo de estos investigadores es el correlacionar {a variabilidad
genética del HLA con la importancia en la respuesta inmune celular, asi como el contacto con otros
antigenos micobacterianos. Los resultados obtenidos en el presente trabajo concuerdan con los
descrilos por Sieling ef al. (48), en relacion a los altos indices de linfoproliferacion en pacientes con

lepra lepromatosa y la produccién elevada de IFN-y, que se encuentra modulada con el sinergismo
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de 11.-12 e IL-2, producidos por células presentadoras de antigeno y linfocitos T. Los estudios
previos y los resultados en este trabajo con antigenos recombinantes pueden ser aplicados para el
disefio de vacunas recombinantes o para elaborar reactivos para intradermoreaccion en lugares
como en nuestro pais donde la enfermedad de Hansen esta presente.

En este estudio se mostrd el reconocimiento inmune celular al antigeno de 45 kDa de
M. leprae, asi como la elevada produccién de TFN-y durante la estimulacidn en pacientes con lepra y
contactos intradomiciliarios. Una de la principales limitaciones fue no contar con muestras de
sangre de individuos en donde la enfermedad ésta erradicada para poder comparar los resultados
obtenidos y saber que tan especifico resuita ser el antigeno de 45 kDa de M. Jeprae. La obtencian de
un DNAc de citocinas del tipo Thi en pacientes con fepra multibacilar y paucibacilar seria necesaria
para demostrar {a induccién de ofras citocinas que involucren fa activacion de la respuesta inmune
celular. También seria necesario fraccionar el antigeno de 45 kDa en péptidos pequefios realizar un
mapeo de epitopes de linfocitos B y determinar regiones inmunodominantes,

Todos los individuos sanos de zonas endémicas y los pacientes con lepra, en especial los
paucibacilares presentaron una fuerte respuesta proliferativa y secrecién de IFN-y al sonicado de
M leprae (Mison). Algunos pacientes con lepra multibacilar mostraron escasa respuesta celular y
poca produccion de IFN-y. Se observd que el tiempo de convivencia es un factor importante para Ja
respuesta a Mlson, ya que los familiares con largos periodos de contacto con pacientes
multibacilares presentaron en general escasa proliferacion y bajos niveles de IFN-y. Por otra parte,
se detectd que los pacientes con tuberculosis mostraron valores mayores a confactos
intradomiciliarios. Esto indica que Mlson es un fuerte inductor de la respuesta inmune para la

mayoria de los individuos estudiados, pero posee epitopes que provocan reactividad cruzada en
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células de pacientes con tuberculosis pulmonar activa. Los resultados obtenidos presentan similitud
con los realizados por Sampaio e/ al (43), que describen que el contacto estrecho con pacieates
multibacilares favorece una posible anergia de linfocitos T a los antigenos de M.leprae,
incrementandose la posibilidad de adquirir la infeccién. Esto se relaciona con los resultados
obtenidos ya que los ensayos de linfoproliferacion a los antigenos del bacilo, asi como con
mitégenos de T, se observd una escasa proliferacion.

Se registraron indices de mas del doble en la estimulacion celular y niveles de YFN-y durante
1a respuesta a la tuberculina (PPD) con respecto a los observados con el sonicado de M.leprae
(Mlson). Los resultados obtenidos reflejan la importancia que tienen los epitopes que producen
reactividad cuzada con M./eprae y que son un adyuvante potencial para el desarrollo de posibles
alternativas para la destruccion intracelular del bacilo.

La elevada respuesta al PPD que se detecté coincide con los estudios realizados por Convit
el al (46), que muestran que los pacientes con lepra del tipo paucibacilar presentan una elevada
respuesta al M bovis BCG, ya que presentan ademas de similitud filogenética algunos epitopes que
confieren reactividad celular y humoral al bacilo de Mleprae. La inmunogenicidad del BCG es
aprovechado por Convit ef af. (46) para inducir una proteccién en individuos con lepra paucibacilar
vacunado con el bacilo del BCG y M.Jeprae. Otros estudios mencionan obtener una mayor eficiencia
en [a destruccion del bacilo al utilizar una combinacién con rilL-2 (34).

No solamente los indices de estimulacién y la secrecion de IEN-y resultan ser mayores en fos
pacientes con tuberculosis, lepra paucibacilar ¢ individues endémicos; también los resultados
obtenidos en este trabajo confirman que la tuberculina es excelente inductora de la activacion celular

aun en fos pacientes con lepra multibacilar que resultaron negativos al sonicado {Mlson}.



Al estimular fas células mononucleraes con el antigeno de 10 kDa de M Jeprae, se registro la
mas baja respuesta de proliferacidn celular y secrecion de IFN-y en los paclentes con lepra,
tuberculosis, contactos e individuos endémicos. La escasa respuesta no fiie afectada por factores
como la edad ni por la duracién del tratamiento, ya que en todos los grupos se obtuvieron en el
control positivo (PHA), buenos indices de estimulacién, con niveles de IFN-y altos.

Diversos estudios sugieren que la variabilidad de la respuesta a determinados antigenos de
M.leprae se debe al HLA que predomina en dicha areas geograficas, ya que ésto determina la
posibtlidad de evolucionar hacia un pole determinado de la enfermedad (13, 14, 91).

El antigeno de 65 kDa de M./eprae presenta el mayor reconocimiento en las células de
pacientes con tuberculosis e individuos endémicos y solo los pacientes con lepra limitrofes y
multibacilares (LLD), los contactos infradomiciliarios y la mayoria de los pacientes con lepra
mostraron una escasa transformacion linfocitaria y bajos niveles de IFN-y

La baja activacion celular en los contactos y pacientes con lepra presente en este estudio se
relaciona con estudios previos que atribuyen esta respuesta a la elevada homologia en su estructura
primaria con otros antigenos descritos para M. fuberculosis, ademas de relacionar su participacion en
fendmenos de autoinmunidad. Esto reduce la especificidad del antigeno durante el reconocimiento
celular y humoral en pacientes con lepra multibacilar, contactos intadomiciliarios e individuos sanos
de zonas endémicas (8).

La elevada respuesta al antigeno de 30 kDa de M.feprae presente en la mayoria de los
individuos estudiados, se debe a que este antigeno es el principal producto que se difunde de los
tejidos infectados con M feprae. Por sus caracteristicas quimicas, este es muy inmunogénico para

las células y anticuerpos del isotipo IgM de pacientes paucibacilares. Por otro lado se observd que
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el reconacimiento al antigeno se encuentra en relacion con el espectro de la enfermedad, ademas de
que presenta un fuerte reconocimiento por células mononucleares de pacientes con tuberculosis,

contactos intradomiciliarios e individuos sanos de zonas endémicas.
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8. CONCLUSIONES.

Los mejores resultados de estimulacion celufar y produccion de TFN-y se obtuvieron usando

una concentracion de 10 pp/ml de antigeno crudo 6 recombinante,

Se registro un elevado reconocimiento al antigeno de 45 kDa en las células de pacientes con
lepra paucibacilar y en los contactos intradomiciliarios Los indices de estimulacion celutar y
niveles de IFN-y obtenidos fueron los mas altos en relacion con los otros antigenos
recombinantes estudiados. Mientras que la respuesta en pacientes con tuberculosis y

controles endémicos sanos fue baja,

Se registro baja reactividad cruzada con el antigeno de 45 kDa por células de pacientes con
tuberculosis e individuos de zonas endémicas, lo cual confiere un mayor grade de

especificidad que el obtenido con otros antigenos.

El anilisis de los resultados de proliferacién celular con el antigeno de 45 kDa de M. leprae
no demostrd ninguna correlacion con el sexo de los pacientes o con el antecedente de
vacunacion con BCG. Por el contrario, la produccion de IFN-y fue mayor en los pacientes

con cicatriz de vacunacion por BCG.

Se detectaron diferencias en la proliferacion celular en cuanto a la edad de los individuos y el
antecedente clinico con historia de reaccién leprosa. Es importante mencionar gue en la
reaccion leprosa tipo I se encuentra implicada [a participacién de la inmunidad celular,
mientras que en fa reaccion del tipo 11 se encuentra una activacion desmesurada de linfocitos
By un subsecuente incremento de los titufos de anticuerpos y complejos inmunes circulantes

que incrementan el dafio histopatologico en el paciente multibacilar
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La estrecha correlacién entre los indices de estimufacion celular y los niveles de IFN-y que se
obtuvieron durante e} reconocimiento del antigeno de 45 kDa de M.leprae en los pacientes
con lepra y contactos intradomiciliarios, sugieren que el antigeno de 45 kDa es capaz de
inducir la proliferacion de linfocitos Th adn en pacientes con lepra multibacilar (LLN} cuyas

células resultaron negativas a la estimulacién con el sonicado de M. leprae (Mison).

Los pacientes con tuberculosis pulmonar activa, individuos de zonas endémicas y pacientes
con lepra, mostraron una elevada respuesta celular y secrecion de IFN-y al sonicado de

M.leprae (Mlson), mientras que con algunos pacientes LLN fueron negativos al sonicado.

Los mayores indices de estimulacién y niveles de IFN-y en todos los grupos estudiados se
obtuvieron con la tuberculina (PPD), las lecturas obtenidas fueron siempre mayores que las

encontradas con el sonicado de M./eprae (Mlson).

El antigeno de 10 kDa de M. /eprae no es capaz de activar eficientemente los linfocitos de los
pacientes con lepra ni de inducir una produccién importante de IFN-y; por el contrario, esta

proteing genera un fllerte reconocimiento en pacientes con tuberculosis.

El antigeno de 65 kDa de M./eprae fue reconocido por un elevado niimero de pacientes con
tuberculosis y controles endémicos sanos, mientras que los pacientes con lepra multibacilar

mostraron escasa actividad celular a este antigeno.

El antigeno de 30-31 kDa de M.Jeprae resultd ser un excelente inductor de la proliferacion
celular, asi como en la sintesis de IFN-y, pero presenta una elevada reactividad cruzada en

muestras de pacientes con tuberculosis y en controles endémicos sanos.
El elevado reconocimiento celular y humoral por el antigeno de 45 kDa en pacientes con

lepra multibacilar y paucibacilar sugieren la necesidad de estudios de mapeo de epitopes de

linfocitos B y de analisis de transcripcion para interlencinas producidas por linfocitos Thl.
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9. ANEXO. [

Donadores usados en este estudio

CONTROLES ENDEMICOS SANOS

Donador Lugar de origen Sexo Edad Vacuna BCG
{afios)
1 Celaya, Gto. Masculine 22 si
2 Queretaro, Qro. Masculino 20 no
3 Cortazar, Gto. Masculino 34 no
4 Celeya, Gto. Masculino 33 desconocido
5 Celeya, Gto. Masculino 39 no
6 Celeya, Gto. Masculino 25 si
7 Villagran, Gto. Masculino 46 ne
8 Celeya, Gto. Masculino 29 si
9 Celeya, Gto. Femenino 33 si
10 Celeya, Gto. Femenino 21 si
11 Sn. Juan de la Vega, Gto. Masculino 35 si
12 Celeya, Gto. Masculino 25 si
13 Salvatierra, Gto. Masculino 34 desconocido
14 Salvatierra, Gto. Masculino 32 si
15 Celeya, Gto. Masculino 23 si
16 Celeya, Gto. Masculino 53 no
17 Celera, Gto. Masculino 44 desconocido
18 Celeya, Gto, Masculino 20 si
19 Celevya, Gto. Femenino 58 no
20 Celeya, Gto. Femenino 18 desconccide

CONTACTOS INTRADOMICILIARIOS

Donador Lugar de origen Sexo Edad Diagnéstico Relacién con el

B {afios} del Paciente paciente
1 México, D.F. Femenino 33 LLN esposa
2 Culiacan, Sin. Femenino 53 LLN esposa
3 Acambaro, Gto. Femenino 54 I madre
4 Jerecuaro, Gto. Femenine 27 LLN hija
5 México, D.F. Femenino 28 LLD hija
6 Jerecuaro, Gto. Femenino 33 LLN esposa
7 Guajuapan de Léon, Qax. Femenino 14 LLN hija
8 México, D.F. Masculino 25 BB hijo
9 Méxice, D.F. Femenino 40 1 hermana
10 Zihuatanejo, Gro. Masculino 25 LLN hijo
11 México, D.F. Femenino 27 LLN cufiada
12 México, D.F. Masculino 30 LLN hije
13 México, D.F. Masculino 28 LLN hijo
14 México, D.F. Masculino 32 LLN hijo
15 México, D.F. Masculino 57 LLN esposo
16 Guadalajara, Jal. Femenino 31 LLN cuiiada
17 México, D.F. Femenino 43 LLN madre
18 Ometepec, Gro. Femenino 40 LLN esposa
19 Tepecpan de Galena, Gro.| Masculino 20 LLN hijo ]
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PACIENTES CON TUBERCULOSIS PULMONAR ACTIVA.

Donador Lugar de origen Sexo Edad Vacuna BCG
{afios)

1 Tlalcutepec, Pueb. Masculine 54 desconocido
2 Morelia, Mich. Femenino 64 si
3 México, D.F. Masculino 31 desconocido
4 Chilpancingo, Gro. Femenino 36 desconocido
5 Queretaro, Qro. Masculino 16 desconocido
& México, D.F. Masculino 33 51
7 México, D.F. Masculino 35 si
8 Motozintla, Chis. Femenino 50 desconocide
9 Veracruz, Ver. Masculino 28 no
10 Iguala, Gro. Masculino 34 desconocido
11 Puebla, Pueb. Masculino 49 desconecido
iz Morelia, Mich. Masculino 6l desconocirdo
13 México, D.F. Masculino G0 no
14 México, D.F. Femenino 26 ne
15 Veracruz, Ver. Masculino 51 no
16 México, D.F, Masculino 49 si
17 Acapulco, Gro. Femenino 25 desconocido
18 Acapulco, Gro. Femenino 18 si
19 Taxco, Gro. Masculino 32 no
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PACIENTES CON LEPRA MULTIBACILAR.

Sexc Edad [ Tapec de |Lepromana] Reaccién Vacuna BCG |Duracién del| Duracién
bonador {aflos) lepra leprosa tratamiento de la
[arios) enfermedad
{afios)
: Masculino 73 LLN Negativoe ninguno desconocido 14 anoa 18 afica
2 Masculino 43 LLN No hecho tipo 1I desconocido 1 mes 8 arios
3 HMasculino 75 LIN No hecho ninguno desconocado 35 afos 37 anos
N Masculino 67 LLN No hecho tipo II desconocido 17 anos 33 arios
] femenino 83 LLN No hecho tipo II desconocido 17 meses 24 aros
& Masculine 83 LLN Negativo tipo I1 desconocido 10 meses 17 afics
? Femenino 419 LLD Negativo ningunoc desconocido 23 meses 6 afios
] Masculino 19 I Negativo ninguno desconocido 13 afos 13 afios
2 Masculino 29 LLN Mo hecho | ninguno desconocido 4 afios 8 afios
ig Masculino 59 LM ningunc N1nguno desconocido 1 mes 3 meses
11 Masculino 63 LLN Negativo ninkguno desconccido 3 afios 21 afios
r2 Masculino 63 LLD Negativo ninguno desconocido 1 afio 39 anos
14 Masculino 19 LLD No hecho tipo IX desconocidao 1 afio 10 afos
14 Masculino 67 LIN Negativo tipo II desconocido 27 anos 27 afos
15 Femenino 71 LLN Negativeo tipo II desconocido 32 afios A2 afios
14 Femenino 59 1 Positive ninguno desconocido 8 meses 9 anfos
i7 Ferenino 49 LLN Negativo ninguno desconocido 19 ados 28 afios
18 Hasculino 64 LLN Mo hecho ninguno desconocide 26 anos 28 aifloz
16 Femenino 55 LLN Negativo ninguno desconocido 1 afio 12 afios
2o Masculino 51 LLN No hecho tipo 11 desconccido 8 meses 20 arfios
21 Masculino 47 LLH Wo hecho tipe II si 2 arios 12 afos
22 Masculino 48 LLD No hecho ninguno ne 35 arios 39 anos
23 Masculino 58 LLN No hecho ninguno no 27 anos 28 anos
24 Masculino 42 LIN No hecho tipo 11 si 3 ados 5 ailos
25 Masculino 60 LLN Negativo tipo II ai 8 meses 19 aRos
26 Masculino 54 LLN No hecho tipo II no 27 meses 26 anos
27 Femenino 65 L1y No hecho tipo II desconocido 30 afios 40 afios
28 Masculino 59 LIN No hecho tipo IT desconocido 4 aflos 17 afios
29 Hasculino 70 I Positive ninguno desconocido 20 arios 20 anos
30 Hasculino 62 LLN No hecho tipo II no 2 afios 23 afos
31 Masculine 26 LLN No hecheo tipo II si 9 meses 10 afos
32 Hasculino 49 LLN No hecho tipo II desconocido 8 arios 23 afos
33 Masculino 65 LLN No hecho tipo IT s5i 4 anos 48 afos
34 Masculino &0 LIN ¥o heche ninguno 51 18 afos 26 afocs
35 Masculino 62 LLN No hecho tipo Il no 19 meses 48 afios
16 Femenino 60 BB Negativo ningunc desconccido 2 afios 34 anos
17 Maaculino 57 LLN Ho hecho ninguno desconocido 2 afios 5 afies
38 femenino 21 LLD No hecho tipo 11 no 1 mes 1 afio
3% Femenine 47 I Negativo ninguno descenccido 7 atios 11 afios
40 Femenino 37 1 Negativo ninguno desconocide 4 afics 14 anos
41 Hasculinoe 33 LLN No hecho tipo TT desconocido 2 meses 1 ado
32 Masculino 53 LLD Negative tipa 1 desconocido 3 arfios 5 anos
i3 Femenino 62 1 Positivo ninguno desconocido 1 afio 20 anos
G4 Femenino 17 BB Negativo tipo L desconccido 16 meses 2.5 anos
35 Masculino 60 BB Negativo tipo 11 desconocide 10 anos 20 afios <|
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PACIENTES CON LEPRA PAUCIBACILAR.

Denador Sexo Edad Tipo de Reaccién | Vacuna BCG | Duracién del Duracién de 1.
{anos) lepra leprosa tratamiento enfermedad
1 Masculane 31 TT positivo si 18 afios 40 anos
Z Femenino 60 TT positivo no 20 afhos 1 aro
3 Femenino 69 TT positivo |desconocido 1 afio 2 afios
4 Femenino 52 TT positive |desconocido 1 afio 1 ado
5 Femenino 72 BT positivo |desconocide 8 arios 2 afos
3 Femenino 48 BT positivo |desconocido 3 meses 12 afios
7 Femenino 66 T positive |desconocaido 2 anos 8 afos
e Femenino 27 TT no hecho |desconccido 2 afios 12 anos
9 Femeninoe 25 TT positivo |descenocido 2 afios 15 afios
10 Hasculino 65 TF negativo {desconocido 1 afo 4,5 afios
1 Masculino 51 BT pesitive [desconocido 4 anos 8 afios
12 Femenine 19 TT positivo |desconocide 1 afio 5 afos
i3 Femenino 24 BT positivo |{desconocido 4.5 afios 5 afios
14 Masculino 67 BT positive si t afio 5 arios
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