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INTRODUCCION 

Aspectos epidemiológicos de la Lepra. - La Lepra es una enfermedad 

granulomatosa crónica producida por Mycobacterium leprae , que es un 

bacilo no cultivable en medios sintéticos, con carácter intracelular y que 

afecta a más de 10 millones de personas alrededor del mundo. De ellos, 

cerca del 62 % están en Asia y 34 % están en África, donde la enfermedad es 

tres veces más severa. El resto de los pacientes con Lepra se encuentran en 

América, en particular en los países en vías de desarrollo. En todos ellos es 

necesario poder realizar un diagnóstico temprano y preciso con el objeto de 

prevenir la transmisión de la enfermedad. 

La transmisión de la Lepra es de persona a persona. Existen suficientes 

argumentos para pensar que esta transmisión se realiza a través de la piel 

intacta o a través de la inhalación y depósito del bacilo en la mucosa nasal 

intacta o por lesiones en la piel como las provocadas por las picaduras de 

artrópodos. No existen conclusiones definitivas acerca de cual sea el 

mecanismo más frecuente, quizá la hipótesis más aceptada es la de los 

bacilos expelidos en las secreciones nasales de pacientes con enfermedad 

activa, dichas secreciones expelidas se impactan sobre la mucosa nasal de 

otro individuo no infectado. 

No obstante que la enfermedad se presenta predominantemente en 

humanos, en 1975 se demostró que también se presenta de manera natural 

en armadillos ( Dasypus novemcinctus ). También se han encontrado casos 

espontáneos de lepra en monos mangabey (5,55, 117). 
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Características clínicas de la Lepra .- Las características clínicas de la 

lepra pueden ser agrupadas en tres: 

a) características debidas a la proliferación del bacilo. 

b) características debidas a la respuesta inmune del huésped contra el bacilo. 

c) características relacionadas con la neuritis periférica causada por los dos 

primeros procesos mencionados. 

La lepra siempre afecta a los nervios periféricos, casi siempre a la piel y 

frecuentemente a las mucosas, los tres signos cardinales de la lepra son: 

lesiones en la piel, anestesia de la piel y nervios periféricos alargados. La 

mayoría de los sujetos aún en zonas endémicas resisten a la infección por 

M. leprae , aunque hay que tomar en cuenta la resistencia que el propio 

bacilo desarrolla a los tratamientos quimioterapéuticos (10,42). Se afirma, que 

de 200 individuos que se infectan con el bacilo sólo uno desarrolla la 

enfermedad (55, 117). Los pacientes con lepra presentan un amplio y bien 

conocido espectro de manifestaciones clínicas que incluyen a la forma 

indeterminada de la lepra y a los polos de la enfermedad: la lepra 

tuberculoide (L T), con un buen pronóstico, así como la lepra lepromatosa 

(LL), con un mal pronóstico. Por último, cuando las caracteristicas de la lepra 

LL o L T no se encuentran bien definidas se ha establecido que ese grupo de 

pacientes cursa con formas de lepra limítrofe (55, 109, 117). Los individuos 

que son incapaces de resistir la infección por M. leprae cursan por un 

período de preincubación muy variable en tiempo, que frecuentemente oscila 

entre dos y cuatro años. Esos pacientes cursan entonces por formas de 

Lepra indeterminada. El signo más temprano de la lepra indeterminada 

consiste en la aparición de algunas zonas de la piel hipopigmentadas con una 

pérdida discreta de la sensibilidad confinada a la lesión, la histopatologia de 

la lesión muestra dermatitis crónica no específica con infiltrados de células 
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esparcidas alrededor de la dermis. La presencia de bacilos ácido-alcohol 

resistentes en forma de un infiltrado selectivo en las intersecciones nerviosas 

es un signo diagnóstico. La lepra indeterminada tiene un curso variable, pero 

se observa que tres cuartas partes de los pacientes curan espC'ntáneamente; 

algunos casos continúan presentando la forma indeterminada de la lepra por 

largos periodos de tiempo y algunos progresan a algunas de las formas 

establecidas de la enfermedad, mencionadas anteriormente (55). La L T, es 

la forma localizada de la enfermedad. Los pacientes con L T presentan muy 

pocos (a diferencia de los LL) o ningún bacilo en las lesiones, su imagen 

clínica está integrada por una combinación entre la baja proliferación de los 

bacilos y la "buena" respuesta inmune del paciente contra el bacilo. De una 

manera característica, los pacientes con LT presentan unas cuantas lesiones 

bien circunscritas en la piel con anestesia profunda de la zona afectada, 

puede existir también un engrosamiento de los nervios periféricos en la 

vecindad de la o las lesiones. Histopatológicamente como se mencionó, hay 

escasos bacilos en las lesiones o ninguno, existe un granuloma bién 

organizado constituido por células epitelioides, rodeados de linfocitos asi 

como de células gigantes multinucleadas de Langhans, este granuloma 

envuelve la capa basal de la epidermis. 

La LL es la forma anérgica de la enfermedad, M. Leprae prolifera 

abundantemente en los diferentes tipos de lesiones de la piel, estas lesiones 

pueden ser difusas, generalizadas o nodulares (lepromas) y se distribuyen de 

una manera simétrica. Los lepromas de la piel pueden llegar a contener 

1Ox10 bacilos por gramo de tejido. 

Característicamente, las lesiones lepromatosas se desarrollan en las zonas 

más frescas de la piel debido a que al parecer, M. Leprae crece mejor a bajas 

temperaturas, de tal forma que: el tercio anterior del ojo (y no los dos tercios 

tibios), la mucosa nasal (pero no la mucosa oral que no es enfriada por el aire 

inspirado) y los nervios periféricos.que inervan las áreas más superficiales 
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(las zonas del antebrazo y las piernas), son los más afectados por la infección 

progresiva. Incluso existe un patrón caracteristico de pérdida de la 

sensibilidad debido a la afectación de las fibras nerviosas de la piel en la 

lepra lepromatosa avanzada (114). En la LL existe una carga bacilar 

característica lo cual causa una gran acumulación de macrófagos necesarios 

para intentar contenerlos. Este fenómeno es una característica 

histopatológica de las lesiones lepromatosas que se caracterizan por la 

presencia masiva de macrófagos con gran número de bacilos y de lípidos en 

su interior, los cuales cuando se tiñen con hematoxilina-eosina tienen 

apariencia espumosa. Estos macrófagos espumosos pueden llegar a ocupar 

hasta el 90 o/o de la piel, la acumulación de células espumosas están 

separadas de la epidermis por una zona clara. Por último, la lepra limítrofe 

comprende a aquellos tipos de la enfermedad entre la LL y la L T. La lepra 

limítrofe media es muy rara e inestable. Un paciente que sufra de este tipo de 

lepra, puede desarrollar características clínicas, bacteriológicas e 

histopatológicas que se asemejen a la forma de L T de la enfermedad, en este 

caso se afirma que se trata de un paciente con lepra limítrofe en mejoría. De 

manera opuesta, si las manifestaciones antes descritas se acercan más a la 

LL, se afirma que el paciente es un caso de lepra limítrofe que empeora, 

(55, 109, 117). Estas manifestaciones de la lepra aparecen en cerca del 50% 

de los pacientes, se deben a la respuesta inmunológica del huésped al bacilo 

(49, 125) y son básicamente de dos tipos: La tipo 1 o reacción reversa, es el 

resultado de una reacción de hipersensibilidad retardada y afecta desde 

pacientes con lepra limítrofe hasta pacientes con L T. Se caracterizan por 

edema y eritema de las lesiones preexistentes y por la tendencia general del 

paciente a mejorar. Las reacciones tipo 2 o eritema nodoso leproso, se 

caracterizan por tener manifestaciones de hipersensibilidad tipo Arthus y se 

observan frecuentemente en pacientes limitrofes y con LL, quienes 

desarrollan una importante sensibilidad en la piel, nódulos eritematosos de la 
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piel y fiebre. Ambos tipos de reacción pueden involucrar a nervios periféricos, 

sin embargo, esto parece ser más frecuente en pacientes que sufren la 

reacción tipo 1. Las reacciones tipo 2 pueden desarrollarse en cualquier tejido 

que contenga antígeno del bacilo de la lepra; de tal forma que las lesiones del 

eritema nodoso leproso no están confinadas a la piel y pueden afectar a: ojo .• 

articulaciones y a la mucosa nasal. Histológicamente las reacciones tipo 1 

consisten de un edema con datos de lepra limítrofe o L T. Si el resultado de la 

reacción tipo 1 es la mejoría, es posible encontrar un incremento temprano 

del número de linfocitos en el sitio de la lesión. En las lesiones tipo 1 severas, 

puede llegar a ocurrir necrosis del tejido. Las reacciones tipo 2 se 

caracterizan por la presencia de neutrófilos y datos histopatológicos de lepra 

limítrofe. Por otro lado, es posible observar vasculitis de arteriolas y vénulas 

en cerca de la mitad de los casos, (27,55,99, 117). 

Estructura de la pared celular de M. leprae. - Los microorganismos 

patógenos han desarrollado características que les han otorgado ventajas 

para sobrevivir aún en presencia de la respuesta inmune del hospedero 

(36,38). Ejemplos de lo anterior pueden ser la liberación de exotoxinas o 

sustancias capaces de modular la respuesta inmune inducida 

específicamente en el huesped. Las bacterias intracelulares como M. leprae 

caen en la segunda categoría, pues su sobrevivencia depende del 

mantenimiento de un ambiente estable dentro del macrófago capaz de 

responder a las señales del linfocito T. Los mecanismos de cómo la 

micobacteria produce tal modulación de la respuesta inmune del huésped, 

sólo pueden conocerse si se analiza la estructura y el metabolismo del agente 

patógeno. 

Mientras que muchos componentes celulares parecen ser únicos de M. 

leprae, el análisis químico de su pared celular ha demostrado que es muy 

compleja, debido en parte a su contenido de macromoléculas ricas en lípidos, 
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común a todas las micobacterias (9, 14, 132), así como la presencia de 

peptidoglicanos, sin embargo, existen algunas diferencias importantes entre 

ellas, especialmente el ácido mesodiaminopimélico que se encuentra unido a 

un tetrapéptido que permite el entrecruzamiento del peptidoglicano, a través 

de los residuos adyacentes del ácido o a través de los residuos del ácido y la 

d-alanina (8,74, 103). 

En el caso de M. leprae a diferencia de otras micobacterias, el tetrapéptido 

del peptidoglicano contiene glicina en lugar de alanina. Se piensa que dicha 

sustitución, pueda proveer alguna ventaja en la patogenicidad de M. leprae, 

por ejemplo, incrementando su resistencia a la degradación, sin embargo, es 

muy poco probable que la mencionada sustitución afecte las propiedades de 

adyuvante de la región del muramil dipéptido encontradas en todos los 

peptidoglicanos bacterianos, incluidos los de M. leprae (128). 

Covalentemente unido al peptidoglícano se encuentra el complejo del ácido 

arabinogalactano-micólico, el cual constituye aproximadamente el 70 % de la 

masa de la pared celular y forma una región externa antipática al 

peptidoglicano. Los polímeros de arabinogalactano están constituidos por 

arreglos lineales de D-arabinosa y O-galactosa, con apéndices de D

arabinosa extendidos 

lateralmente (2,6,25). La ausencia del L-isómero más común de arabinosa en 

la pared micobacteriana sugiere una mayor resistencia a la degradación por 

enzimas del hospedero, contribuyendo así a la persistencia del material de la 

pared en la célula huesped aún después de la muerte de la micobacteria. Los 

ácidos micólicos, se encuentran esterificados a la arabinosa terminal, lo cual 

contribuye a la hidrofobicidad de la pared de M. leprae (3, 7) en donde 

existen dos grupos de ácidos micólicos, los alfa y los beta micolatos, los 

cuales pueden ser usados con fines taxonómicos para distinguir a M. leprae 

de otras micobacterias (52,65,88). Mientras que los peptidoglicanos, los 

arabinogalactanos y los micolatos contribuyen significativamente a la 
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integridad estructural de la pared celular de M. leprae y otras micobacterias, 

parecen no jugar un papel sobresaliente como inmunógenos, en vez de ellos, 

otros compuestos como glicolípidos (27,65) glicopeptidolípidos (17, 18), 

mezclas de lípidos complejos (35), y la tetrahelosa que contiene 

lipooligosacáridos (59,60,61) se han reportado como componentes 

inmunológicamente activos de la micobacteria. 

El componente inmunodominante más notable es el glicolípido fenólico 1 

(PGL-1), el cual se ha demostrado que es especie especifico e inmunogénico 

durante la infección con M. leprae (19,133). 

La estructura general del PGL-1 fué establecida por Brennan (17, 62) y está 

constituido por una molécula de trisacárido compuesta de 3,6-dimetil-beta-D

glucosa (1-4) 2,3-dimetil-alfa-L-9 ramosa (1-2) 3 metil-alfa-L-ramosa unida a 

ptiocerol a través de un grupo fenólico. El azúcar terminal 3,6-dimetil-beta-D

glucosa, constituye la región más inmunodominante del trisacárido junto con 

el penúltimo componente 2,3-dimetil-alfa-L-ramosa completando el epítope 

nativo (61). El PGL-1 parece estar asociado a la parte externa de la superficie 

de M. leprae (14, 133) y ha sido aislado de bacterias purificadas así como de 

tejido infectado en concentraciones relativamente altas. Los datos en 

conjunto sugieren que PGL-1, puede representar la cápsula de M. leprae, lo 

cual puede ser un factor de virulencia clave constituyendo una inteñase 

importante entre el hospedero y el parásito, este hecho pudiera ser crítico 

para el mantenimiento de la parasitosis. La inmunogenicidad de PGL-1 

durante la infección en humanos y otros animales ha sido firmemente 

establecida (41), aunque no se ha definido su papel en los diferentes estudios 

de la enfermedad ni existen datos comparativos con respecto a otros 

glucolípidos extracelulares (14). 

Más recientemente Hunter y Brennan (58) aislaron y caracterizaron un grupo 

de lipopolisacáridos fosforilados de M. leprae que contenían arabinosa y 

manosa. En otros trabajos sobre la misma fracción rica en carbohidratos de 
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micobacterias (14) y en particular de M. leprae (11), se logró establecer la 

reactividad serológica del componente arabinomanana pero no su 

localización celular. 

En un detallado estudio de Hunter y su grupo (59), se estableció que el 

componente serológicamente activo, lipoarabinomanana B (LAM-8) estaba 

acetilado y contenía fosfatidilinositol y puede estar asociado a la membrana. 

Se ha demostrado que LAM-B es altamente inmunogénico en la mayoría de 

las infecciones por micobacterias, induciendo fuertes respuestas de 

anticuerpos, pero debido a que LAM-B es común a todas las micobacterias 

no puede ser usado eficazmente para pruebas serológicas para detectar una 

infección temprana. Sin embargo, los datos sugieren que los altos niveles de 

anti LAM-8 están correlacionados con altas cargas de bacterias en pacientes 

con lepra (78). Esto hace posible la estimación de la eficacia de la 

quimioterapia por medio de un monitoreo de los anticuerpos séricos anti LAM-

8. 

Antígenos proteicos de M. leprae. - La información inmunoquímica 

combinada con los análisis de la estructura fina de la pared celular del bacilo 

y de las moléculas asociadas, ha permitido conocer que la pared de la célula 

está esencialmente libre de proteínas y/o polipéptidos, pero debido a que 

éstas juegan un papel principal en los sistemas biológicos, es obvia la 

necesidad de encontrar el papel que juegan las proteínas de la microbacteria 

en la patogenia de la lepra. El principal impedimento lo constituye el hecho de 

que el bacilo de la Lepra no se puede cultivar en el laboratorio, por lo que la 

cantidad de bacilos obtenidos y por lo tanto el material proteico para su 

estudio es muy limitado. De hecho, antes del advenimiento de las técnicas de 

anticuerpos monoclonales y del ADN recombinante el estudio inmunoqufmico 

de las proteínas de M. leprae era dificil y complejo. La mayorfa del trabajo 

descriptivo se hizo obteniendo información mediante las técnicas como la 

inmunoprecipitación de proteínas y otros antígenos con antisueros 
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policlonales y de inmunoelectroforesis en geles de agarosa de dos 

dimensiones (55, 70), sin embargo, la estrategia de trabajo mencionada no ha 

producido los resultados esperados. 

Recientemente, se incluyó el uso de "sondas" de anticuerpos monoclonales 

para identificar y caracterizar a los antígenos del bacilo. El primer anticuerpo 

monoclonal reportado reconoce una proteína de 65 kD la cual parece estar 

asociada a la pared celular de la bacteria, mediante estudios de inhibición 

competitiva se han encontrado hasta 14 epítopes diferentes (22,50,51), la 

mayoría de ellos cruzaban y presentaban homología con proteínas de 65 kD 

de otras micobacterias. Se han realizado pruebas serológicas en humanos 

para detectar la presencia de anticuerpos contra esta proteína, encontrando 

que los pacientes con LL tienen concentraciones importantes de dichos 

anticuerpos (77). 

La organización Mundial de la Salud ha descrito epítopes de reacción 

cruzada con otras micobacterias y epítopes especie específicos en M. leprae, 

utilizando 20 diferentes anticuerpos monoclonales, los epítopes mencionados 

parecen estar presentes en proteínas de los siguientes pesos moleculares: 

12, 18, 38, 36, 55, 65, y 200 Kd (43). Sin embargo, aún no queda clara la 

relevancia de estas proteínas respecto a la respuesta inmune que inducen 

durante la infección en el humano. Parece obvio suponer que, al saber cuales 

son las proteínas inmunogénicas para el huésped, se podrán tener elementos 

que lleven a la construcción de vacunas contra la lepra, pero se requieren 

estudios detallados para definir la capacidad de estímulación para las células 

T y B de tales moléculas. 

Por otro lado, a pesar de que se ha obtenido información importante acerca 

de la pared celular del bacilo y de las estructuras asociadas, todavía no se 

conoce el papel que ésta puede jugar en la expresión de su virulencia. 
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Por último, se requieren nuevas estrategias de estudio que permitan definir la 

relación entre estructura y función de tales proteínas, con el objeto de 

entender mejor los mecanismos de patogenicidad de M. leprae. 

Biología Molecular de M. leprae. - Si asumimos que el tamaño del genoma 

de M. Leprae fue alguna vez equivalente y similar en extensión al de todas 

las otras micobacterias, es decir alrededor de 4.4 Mb, entonces se puede 

afirmar que los 3.3 Mb del genoma del bacilo de la lepra, es producto de un 

decaimiento genetico importante (ver esquema). Ahora, si se análiza su 

proteoma y si todo este genoma decadente fuera activo, resultaría que M. 

Leprae tendría capacidad para expresar unas 3,000 proteínas, menos que en 

el caso de M. Tuberculosis , sin embargo debido a la presencia de multiples 

pseudogenes sólo codifica 1, 116 proteínas (21,30). Por otra parte, el análisis 

del tamaño del genoma y de la relación de las bases guanina/citocina son 

dos de las características importantes en las bacterias, usadas en el análisis 

filogenético de estos microorganismos. El análisis del ADN purificado de M. 

leprae en relación al contenido guanina/citocina y al tamaño del genoma 

indican que M. leprae también es diferente de otras especies de 

micobacterias (16,21,28,32,62). El contenido de la relación guanina/citocina 

se ha establecido en 57.79 % comparado con el 65.61 % mostrado por la 

mayoría de las otras micobacterias, otros datos como el número de genes 

que codifican proteína en porcentaje y número absoluto, pseudogenes, 

densidad genética, y el promedio de longitud de los genes en pares de bases 

así como el promedio de longitud de los genes no conocidos se muestran en 

la tabla anexa. 

La genética y la fisiología de M. leprae que hablan permanecido 

inexplorados hasta el desarrollo de las metodologlas del ADN recombinante, 

revelan que existen productos génicos importantes en la micobacteria 

relacionados con su función, lo que ha permitido conocer mejor el 
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metabolismo de esta bacteria (28,30,64). Además, se han hecho algunos 

análisis de proteínas antigénicas (22, 135), asi como algunos estudios 

taxonómicos entre especies micobacterianas semejantes. 

Lo anterior fué posible en parte cuando se logró el cultivo de M. leprae en 

armadillo (69), lo que permitió tener grandes cantidades de bacterias a las 

cuales se les puede extraer el ADN para recombinarlo, otro hecho importante 

fué el advenimiento de las bibliotecas genómicas manipulables en otras 

bacterias como E. coli, donde se logró expresar y estudiar los genes de M. 

leprae y sus productos proteicos, con pequeños segmentos de ADN de M. 

leprae que van de 4 a 20 kilobases que pueden ser manipulados de acuerdo 

a las necesidades experimentales. Por ejemplo, un pequeño segmento de 

ADN de M. leprae , localizado en un plásmido o bacteriófago puede ser 

acarreado por el vector hacia su transcripción y la subsecuente traducción del 

ARN resultante que codifica una proteína importante. Dicha proteína puede 

estar completa o incompleta, y es posible estudiarla de acuerdo a su 

naturaleza, como enzima o como antígeno relevante. Teóricamente, se 

podrian describir rutas metabólicas completas implicadas en el crecimiento de 

la bacteria y sugerir estrategias para el cultivo in vitre de M. leprae. Por otro 

lado, seria posible identificar sitios blanco potenciales para los agentes 

quimioterapéuticos con actividad contra M. leprae . Además, es posible 

identificar proteínas inmunogénicas relevantes para la inducción de 

protección en el huésped (vacunas) o en su caso proteínas implicadas en la 

evasión de la respuesta inmune del parásito (55). 

Dentro de las rutas metabólicas que se han estudiado mediante bibliotecas 

genómicas de M. leprae , encontramos a la que utiliza las enzimas citrato 

sintetasa y la dihidroquinasa sintetasa, estudiadas en el vector cósmido 

pHC79 y el vector plásmido pY A626 por el grupo de Clark-Curtis (28,64) 

éstas se han expresado tanto en E. coli como en B. subtillis, los cuales 

tienen el problema de ser fisiológicamente diferentes entre sí y con respecto a 
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M. leprae, lo ideal sería poder cultivar a M. leprae in vitre para estudiar 

directamente su metabolismo. 

El otro avance significativo que ha tenido la biología molecular en relación a 

M. leprae, ha sido la construcción de bibliotecas genómica_s en el 

bacteriófago lambda GT1 expresado en E. coli (135). En este sistema han 

sido expresadas cinco proteínas de M. leprae, de tal forma que ha sido 

posible estudiarlas en detalle (85,94, 134). Por otra parte, se han clonado 

segmentos de DNA del bacilo de la lepra que han dado información valiosa 

de los importantes antígenos de 18 y 65 kD, los cuales parecen ser buenos 

inmunógenos cuando se vacuna con M. leprae (94,95). La comparación de 

estos determinantes entre las diferentes especies de M. leprae, M. bovis, 

BCG y M. tuberculosis han permitido establecer los antígenos de reacción 

cruzada entre ellas (124). 

Estudios similares realizados con clonas de células T podrían dar información 

valiosa relacionada con el reconocimiento de ciertas regiones de los 

diferentes antígenos de M. leprae y otras micobacterias, las cuales pueden 

ser importantes en los mecanismos de protección o supresión de la respuesta 

inmune. Más aún, secuencias de péptidos derivadas de ADN de las 

bibliotecas genómicas podrían ser útiles para estudiar la relación de esos 

determinantes con moléculas de clase 1 ó 11 codificados por el complejo 

mayor de histocompatibilidad en estudios de presentación del antígeno. Si se 

llevan a cabo estudios de este tipo se podrían elucidar los mecanismos 

moleculares de activación de las células T que promuevan una RIC capaz de 

proteger contra M. leprae (39, 55). 

Por último, la aplicación de la biología molecular puede ser útil para fines 

taxonómicos, en donde se pueden apoyar las propuestas de subespecies 

patógenas con criterios moleculares, ya que hasta ahora sólo se han tomado 

en cuenta criterios basados en diferencias fenotipicas (30,55) por medio de 

las cuales se afirma que está represent,ada solo el 20 % de la capacidad 
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genómica de un microorganismo, por lo que los principales genes que 

codifican para proteinas reveladoras de la expresión patogénica no serían 

detectados. En el caso de microorganismos que hasta el momento no son 

cultivables in vitro como es el caso de M. leprae, se ha realizado ya en 

principio un análisis detallado de los diferentes fragmentos del genoma de M. 

leprae (30,44, 102) con el objeto de poder asociar este conocimiento con su 

fisiología lo cual permitirá incidir en el control de la patogenia de la lepra. 
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Tabla anexa.- Comparación de las caracterlsticas del genoma de M. Leprae y M. 

Tuberculosis (30). 

Caracterlstica M. Leprae M. Tuberculosis 

Tamaño del genoma 3,268,208 4,411,532 

G+C(o/o) 57.79 65.61 

Genes que codifican protelna ( % ) 49.5 90.8 

Genes que codifican protelna ( No ) 1,604 3,959 

Pseudogenes 1,116 6 

Densidad genética (p de b por gene) 2,037 1,114 

Promedio de la longitud de genes (p de b) 1,011 1,012 

Promedio de la longitud de genes (p de b) 338 653 
(no conocidos) 

Respuesta Inmune a Bacterias Intracelulares. - La Respuesta Inmune 

Celular (RIC) es la principal respuesta protectora en contra de bacterias 

intracelulares como M. leprae. El primero en identificarla fué Georges 

Mackaness en los años 1950s, haciendo experimentos con .b 
monocvtogenes . La RIC consiste de dos tipos de reacciones que incluyen el 

control de los microorganismos fagocitados como resultado de la activación 

de los macrófagos por citocinas producidas por células T, particularmente 

lnterferón gamma (IFN-gamma) (97, 123) y por otro lado, la lisis de células 

infectadas, acción llevada a cabo por linfocitos T coa+. Los antígenos 

protéicos de las bacterias intracelulares estimulan tanto a las células T C04+ 

como a las células T coa+. Se presume que las células T C04+ responden a 

antígenos liberados por las bacterias intracelulares que son internalizadas y 

presentadas por las células presentadoras del antígeno (APC), en 
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combinación con moléculas de clase 11 codificados por los genes del 

Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC). Un ejemplo de lo anterior lo 

constituye el derivado protéico purificado (PPD) de M. tuberculosis. Los 

antígenos como el PPD (118, 132), estimulan la producción de IFN-gamma 

por las células NK y de IL-12 por los macrófagos, ambas citocinas (IFN

gamma e IL-12) inducen el desarrollo de células que a su vez secretan más 

IFN-gamma el cual activa a los macrófagos. Dicha activación provoca la 

producción de formas activas de oxígeno, óxido nítrico y enzimas que matan 

a las bacterias fagocitadas. El IFN-gamma también estimula la producción de 

anticuerpos isotípicos (por ejemplo lgG2 en el ratón), que activan factores 

opsonizantes del complemento para hacer más eficiente la fagocitosis. Las 

células que seretan IFN-gamma también producen TNF, el cual induce 

inflamación local. La importancia de estas citocinas en la inmunidad a 

bacterias intracelulares ha sido demostrada en muchos modelos 

experimentales, de tal forma que las sustancias que inhiban la síntesis de 

IFN-gamma y TNF tienden a empeorar la RIC a estos agentes infecciosos. 

Por ejemplo, las cepas de ratones Knockout, que tienen bloqueado el gene 

para IFN-gamma y o el receptor para el TNF (p55), son extremadamente 

sensibles a las infecciones a M. tuberculosis y a L. monocytogenes 

respectivamente (34,81 ). Si la bacteria sobrevive dentro de la célula 

fagocítica infectada y libera sus antígenos en el citoplasma, éstos se unirán a 

moléculas de clase 1 del CMH expresados en la membrana e inducirán la 

activación de células CDB+ citotóxicas (CTLs) que producirán más IFN

gamma lisando al mismo tiempo a las mencionadas células fagocíticas 

infectadas. Estos dos efectores de la RIC: macrófagos activados y CTLs, 

actúan en concierto y pueden complementarse mutuamente. Además se han 

realizado experimentos de transferencia adoptiva de células CD4+ o coa• de 

ratones inmunizados con la bacteria L. monocitogenes a ratones normales, 

los cuales se someten al desafío con la bacteria para determinar cjué célula 
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es la responsable del efecto protector inmune-específico. A partir del 

resultado de esos experimentos se ha concluido que ambas subpoblaciones 

de linfocitos T, C04+ y coa+, son necesarias para eliminar la infección. Las 

células C04+ producen IFN-gamma que activa a los macrófagos que quedan 

listos para matar a las bacterias fagocitadas (a 1 ). 

Las estrategias de algunos microorganismos para evadir esta fuerte 

respuesta es muy interesante: L. monocitógenes produce una proteína, la 

hemolisina, que permite a la bacteria escapar del fagolisosoma al citoplasma 

del macrófago. Ahí la bacteria queda protegida de los mecanismos 

bactericidas (especies de oxígeno reactivo) del lisosoma. La función de las 

células coa+ en este caso es matar a los macrófagos que tengan a la 

bacteria productora de hemolisina fuera del fagolisosoma. La activación de 

los macrófagos para eliminar a las bacterias intracelulares también puede 

causar daño al tejido propio, manifestado como la típica hipersensibilidad 

retardada (DTH) a los antígenos proteicos de micobacterias como el PPO 

mencionado anteriormente. Por otro lado, ya que las bacterias intracelulares 

pueden evadir el efecto bactericida del macrófago, éstas persisten por largos 

periodos de tiempo dentro de las células fagociticas causando una 

estimulación antigénica prolongada de las células T, que a su vez activan a 

los macrófagos. Lo anterior puede provocar la formación de granulomas que 

rodean al microorganismo infectante, dando a la imagen histopatológica una 

característica típica de las infecciones causadas por bacterias y hongos 

intracelulares. 

Esta reacción granulomatosa puede ser útil en la contención de los microbios, 

pero frecuentemente está asociada a necrosis y fibrosis del tejido causadas 

por las enzimas de los lisosomas del macrófago, de tal forma que la propia 

respuesta inmune del "huésped" es la principal causa del daño tisular en las 

infecciones causadas por bacterias intracelulares. El concepto de que la 

inmunidad protectora puede coexistir con la respuesta de hipersensibilidad 
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considerada como patológica queda perfectamente ejemplificado en el caso 

de enfermedades causadas por micobacterias, ya que ambas son 

manifestaciones del mismo fenómeno inmunológico. 

Otra característica importante observada en las infecciones causadas por 

micobacterias, es la diferencia de patrones de respuesta inmune y un ejemplo 

típico lo constituye la lepra humana causada por Mycobacterium leprae, la 

cual tiene dos formas polares aunque algunos otros pacientes caen dentro de 

grupos clínicos menos claros de la enfermedad. Los pacientes que presentan 

la forma polar de la lepra lepromatosa (LL) presentan altos títulos de 

anticuerpos pero una débil RIC a antigenos de M. leprae. La Mycobacteria 

prolifera dentro de los macrófagos y se detectan muchos bacilos en los 

exámenes de especímenes obtenido de la cola de la ceja y del lóbulo 

auricular. El crecimiento bacteriano y la inadecuada activación de los 

macrófagos producen lesiones destructivas de la piel y del tejido más 

profundo cercano a los huesos. En contraste, los pacientes que presentan la 

lepra tuberculoide (L T) la otra forma polar de la enfermedad, tienen una 

respuesta inmune celular relativamente "eficiente" con un titulo muy bajo de 

anticuerpos. Este perfil de inmunidad se refleja en la típica formación del 

granuloma alrededor de los nervios, dando lugar a la pérdida de la 

sensibilidad con lesiones secundarias de la piel, pero con menos destrucción 

tisular y con muy pocos o ningún bacilo encontrado en biopsias de ceja y 

lóbulo auricular (81). 

Los mecanismos responsables de que la RIC no sea óptima en pacientes con 

LL no son del todo conocidos. Algunos estudios indican que los pacientes con 

la forma de L T de la enfermedad, producen altos títulos de IFN-gamma e 

lnterleucina-2 (IL-2) en las lesiones, mientras que los pacientes con la forma 

de LL de la enfermedad parecen producir títulos de IL-4 e IL-10 relativamente 

altos. 
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Tanto la deficiencia de IFN-gamma así como los efectos inhibitorios del 

macrófagos causados por IL-4 e IL-10 pueden resultar en un debilitamiento 

de la RIC en enfermedades crónicas como la lepra. Es también posible que la 

forma de LL se deba a una anergia específica de células T a antígenos de M. 

leprae. Como se podría esperar, la inyección intradérmica de IFN-gamma, 

tiene un efecto benéfico sobre las lesiones de la piel de los pacientes con LL. 

Evasión de las bacterias intracelulares a los Mecanismos 

Inmunológicos. - Un importante mecanismo de sobrevivencia de las 

bacterias intracelulares es la resistencia que éstas presentan a su eliminación 

por los macrófagos. En especial las Micobacterias son muy hábiles para 

inhibir la fusión fago-lisosoma, quizá por medio de la interferencia del 

movimiento del lisosoma (42,66). Particularmente, el glicolípido fenólico de M. 

leprae funciona como un degradante de formas reactivas de oxigeno. La 

mencionada producción de hemolisina por las especies virulentas de L. 

monocitogenes , le permiten escapar del fagolisosoma al citoplasma del 

macrófago evadiendo así, la acción mortífera de los macrófagos y pueden 

también inhibir la presentación del antígeno. La bacteria intracelular 

Leqionella pneumophila que causa la llamada enfermedad de los 

"legionarios" inhibe también la fusión fago-lisosoma, mutantes de ella que 

pierden esta capacidad también pierden la virulencia. La instalación de la 

infección por estos organismos frecuentemente depende de los mecanismos 

microbicidas de los macrófagos y de la resistencia microbiana. Por otro lado, 

existen otros mecanismos de "evasión" de la respuesta inmune que además 

de los ya mencionados pueden ayudar a que el agente infeccioso "burle" la 

respuesta inmune (42). Recientemente se ha reportado que algunos parásitos 

como Plasmodium son capaces de producir proteínas codificadas por 

alrededor de 150 genes diferentes para evadir la respuesta inmune del 

huesped, debido a que se, producen las mismas variantes de la misma 
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proteína. Un ejemplo serian las proteínas de adherencia a eritrocitos, las 

cuales cambian su estructura antigénica una vez que se ha montado una 

respuesta inmune contra ellos, haciéndose ésta totalmente ineficiente (98). 

En este trabajo se sugieren otros posibles mecanismos de evasión de la 

respuesta inmune. 

Inmunología de la Lepra. - Como se mencionó antes, la infección activa del 

hospedero producida por M. leprae se caracteriza por un amplio espectro de 

manifestaciones histopatológicas y clínicas así como de las respuestas 

inmune humoral (RIH) y celular (RIC). Los individuos con la forma de L T 

manifiestan una fuerte reacción de hipersensibilidad retardada a los 

antígenos de M. leprae, pero producen una débil respuesta de anticuerpos. 

Por el contrario, en la forma polar de LL existe una fuerte respuesta de 

anticuerpos con una progresiva disminución de la RIC que puede llegar a la 

anergia. Para explicar lo anterior han surgido en la literatura algunas 

hipótesis: La primera en tiempo está relacionada con las células T supresoras 

CDS (12,79) a las cuales a pesar de demostrarse experimentalmente su 

función, nunca se les ha podido demostrar su existencia en términos de la 

descripción de su mecanismo de acción a través del aislamiento de alguna 

molecula ("supresina") que explique su función. Otra hipótesis se basa en la 

existencia de subpoblaciones de célula T cooperadoras. Desde 1985, 

Mossman y Cofman y otros (92, 111, 112) han propuesto la existencia 

fisiológica (al menos en ratones) de subpoblaciones de células T 

cooperadoras TH1 y TH2 que se regulan mutuamente. Las células TH1 se 

caraterizan por secretar IL-2 e IFN-gamma asociadas con la RIC, mientras 

que las células TH2 secretan IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 que participan en la 

respuesta inmune humoral. Las células TH2, al secretar IL-4 e IL-10 regulan 

negativamente la actividad de las TH1 las cuales dejan de producir las 

linfocinas IL-2 e IFN-gamma, lo que se traduce en una deficiente RIC. 
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Algunos estudios indican que las células linfoides obtenida de lesiones 

cutáneas de los pacientes con la forma de L T de la enfermedad, producen 

altos niveles de RNAm para IFN-gamma e IL-2, sugiriendo una actividad tipo 

TH1 (92) mientras que los pacientes con la forma de LL de la enfermedad, 

producen RNAm principalmente para IL-4 e IL-10, como las TH2 (131), esto 

apoya la idea del efecto regulador que tienen estas linfocinas en la respuesta 

inmune en la lepra. Sin embargo, aunque se ha descrito la presencia de RNA 

mensajero para IL-4 e IL-10 (131) no se han encontrado niveles 

significativamente elevados de estas citocinas (57). La existencia de un 

patrón típico de secresión de interleucinas y con esto, la división de los 

linfocitos en TH 1 y TH2 en lepra, es controversia! lo cual será analizado 

ampliamente en la sesión de discusión (68,83,92,93). 

Por otro lado, Lechler y cols (79), propusieron la existencia de células T 

anergizantes con capacidad supresora en el humano, lo cual de algún modo 

concilia la propuesta original de la función de células T supresoras. Más 

recientemente, el grupo de Lechler y el de Mueller e independientemente el 

de Fitch (23,47,79) han obtenido células T específicamente anergizadas por 

medio de anticuerpos anti-CD3 o antígeno soluble, en ausencia de células 

presentadoras del antígeno. Al ponerse en contacto las células anergizadas 

con sistemas de células respondedoras para el mismo antígeno, éstas 

últimas dejan de responder. La explicación formulada por los autores es que: 

la falta de cooperación de la célula presentadora de antígeno determina que 

la célula respondedora deje de ser sensible al estímulo antigénico. Por otro 

lado, se plantea que la IL-2 producida por las células estimuladas puede ser 

consumida por las células T previamente anergizadas irnpidiendo su 

utilización por células respondedoras. Tanto la deficiencia de IFN-gamma y 

los efectos inhibitorios del macrófagos causados por IL-4 e IL-10, como una 

anergia especifica de las célula T a M. leprae podrian resultar en un 

debilitamiento de la RIC en enfermedades crónicas como la lepra. Como se 
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podría esperar, la inyección intradérmica de IFN-gamma, tiene un efecto 

benéfico sobre las lesiones de la piel de los pacientes con LL . 

Antecedentes Experimentales. - El grupo de trabajo del que formo parte ha 

realizado experimentos en esta área desde 1985 a la fecha. Uno de los 

primeros trabajos se refiere al estudio de algunos aspectos fisiológicos del 

linfocito T en pacientes con LL, analizando específicamente la presencia de 

subpoblaciones de linfocitos con receptores para el FC de lgG en pacientes 

con LL ya que Moretta (91) y Keller (67) habían sugerido que tales receptores 

sólo estaban presentes en los linfocitos T con características supresoras, lo 

cual no pudo sostenerse a la luz de la caracterización de marcadores de 

superficie, sin embargo, cabe destacar que los pacientes con LL mostraron 

cantidades de linfocitos T totales disminuidas, comparadas con las de 

individuos sanos (36 % ± 3 vs 54 % ± 2), lo cual era congruente con la baja 

proliferación de linfocitos frente al estímulo con concanavalina A, dichos 

pacientes mostraron una mayor proporción de linfocitos con receptor para FC 

de lgG (15 % ± 3 vs 11 % ± 1 ), (24 ). Precisamente una de las controversias 

no resueltas hasta el momento es la de la existencia de una subpoblación de 

linfocitos T supresores, ya que como se ha discutido antes, no ha sido posible 

encontrar un marcador de superficie característico o definitorio de una 

subpoblación de células T supresoras. Por otro lado, la existencia de dos 

subpoblaciones de linfocitos CD4 funcionalmente diferentes (TH1, TH2) en el 

modelo murino, sugeriría que bajo ciertas circunstancias su función pudiera 

resultar antagónica (92). Sin embargo, la existencia de estas subpoblaciones 

de linfocitos CD4 no ha quedado resuelta sobre todo en los humanos, no 

obstante que el grupo de Modlin, Bloom, Yamura y Salgame (14, 12, 131) y por 

otro lado Mossman y Coffman, (92,93) aseguran que la división de las células 

CD4 en TH1 y TH2 es real, basándose en el hecho de que en linfocitos 

obtenidos de las lesiones leprosas de pacientes con LL es posible encontrar 
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RNAm para IL-4 aumentado, así como en el análisis no confirmado por otros 

investigadores del peñil de producción de citocinas de células de pacientes 

con LL. Por su parte Othenhoff y Mutis (96, 100) han encontrado que, líneas 

de linfocitos citotóxicos CDB humanos, secretan IL-4 tal y como se plantea 

que ocurre con las células TH2. Uno de los objetivos secundarios de este 

trabajo es saber si los linfocitos de pacientes con LL secretan niveles altos de 

IL-4. En cuanto a la respuesta proliferativa de linfocitos T obtenidos de 

pacientes con LL, nuestro grupo demostró que al parecer la respuesta 

inespecífica a mitógenos policlonales (Con A) también se encuentra 

disminuida, lo que sugiere que la alteración en la respuesta inmune en dichos 

pacientes no es antígeno específica ya que otras poblaciones de linfocitos no 

relacionados son igualmente incapaces de proliferar frente a un estímulo 

mitogénico (63). En este mismo trabajo se encontró que la causa de la baja 

proliferación frente al estímulo descrito con Con A era la baja producción y/o 

liberación de IL-2, ya que al probar el sobrenadante de los cultivos de 

linfocitos T de pacientes con LL estimulados previamente con Con A, no fue 

posible estimular el crecimiento y proliferación de linfocitos de la línea de 

células CTLL-2 dependiente de IL-2 usada como bioensayo. 

Lo anterior podría deberse también a la ausencia del receptor para IL-2 (rlL-2) 

en la superficie del linfocito T de estos pacientes. Sin embargo, se demostró 

que el receptor para IL-2 si está presente, ya que al adicionar IL-2 de una 

fuente exógena, a linfocitos de pacientes con LL provenientes de un cultivo 

primario, lavados y preparados para un cultivo secundario, éstos proliferan 

igual que los linfocitos de sujetos sanos también provenientes de un cultivo 

primario (63). Lo anterior demuestra que en los lifocitos de pacientes con LL 

aunque la IL-2 no se produce o se libera de manera no funcional el rll-2 si se 

encuentra presente de una manera funcional. Para demostrar la presencia 

física del receptor de IL-2 se empleó el anticuerpo monoclonal anti TAC, 

gentilmente proporcionado por el Dr. Waldman (46), utilizando para ello un 
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ensayo de inmunofluorescencia de linfocitos T de pacientes LL usando como 

control linfocitos T de sujetos sanos. En este experimento prácticamente no 

hubo diferencia entre la población de linfocitos provenientes de sujeto LL y la 

población de linfocitos proveniente de sujetos normales (46). Los resultados 

anteriores sugieren que una terapia a base de IL-2 podría ser benéfica para 

restaurar la respuesta inmune en pacientes inmunodeficientes como los 

enfermos con LL. 

Por otro lado, Mohaghegpour (89,90) propuso que el problema de no 

proliferación de los linfocitos de pacientes con LL, no se relaciona con una 

baja producción de IL-2 sino con una incorrecta expresión del rlL-2 por lo 

tanto la adición de IL-2 de una fuente exógena no podría corregir la 

proliferación de los linfocitos provenientes de pacientes con LL. 

Lo anterior se planteó como un impedimento estérico del receptor de células 

T por fracciones antigénicas de M. leprae (89), las cuales impedirían la 

activación del linfocito T. Sin embargo, la incubación durante 24-48 horas en 

medio de cultivo, permitía la liberación de la fracción antigénica del rll-2 con 

lo que restablecía la capacidad de respuesta del linfocito en presencia de 

algún estímulo específico o inespecífico. 

Por el contrario, nuestro grupo encontró que al parecer no hay interferencia 

del antígeno de M. leprae con el receptor de IL2 sobre la superficie del 

linfocito T en pacientes con LL (45). 

Con base en lo anterior, en el presente trabajo nos avocamos a estudiar el 

efecto de la estimulación de los linfocitos T del paciente con LL frente a 

diferentes fracciones antigénicas de M. leprae . 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El estudio de las fracciones del antigeno de M. leprae y su papel en la 

modificación de las señales de transducción del gene de la IL-2 ha sido 

apenas abordado (4,44). Otro aspecto poco estudiado es respecto a la 

identificación de fracciones antigénicas de M. leprae que inducen la 

proliferación de células linfoides de pacientes con LL ó de sus contactos y si 

existe o no una relación especifica entre antígenos de M. leprae y 1 a 

producción de citocinas características de células TH1 Y TH2. Paralelamente 

a lo anterior, en los últimos años ha habido un creciente interés en el análisis 

de proteínas secretadas o constitutivas de M. leprae, (29,49,60,118,119,125) 

que inducen la formación de anticuerpos en el individuo infectado y que 

pudieran ser un marcador específico de algunas de las diferentes fases de la 

enfermedad (8, 17,20,24,37,39,40,75,76,82, 103,108, 120, 121, 127, 129, 133). 

Se han descrito en la literatura (15,17,53,55,76,110,116,118,120, 

121,127,132), una gran diversidad de antígenos obtenidos de M.leprae con 

diferente composición bioquímica, los cuales son reconocidos por anticuerpos 

o células T de pacientes con lepra o que inhiben la función de linfocitos T 

humanos (20,48). Uno de ellos es el glicolipido fenólico (33,88, 101, 119), al 

parecer importante en el diagnóstico de las formas multibacilares de la LL 

pero no de la forma paucibacilar de L T (53). Por otro lado, se han podido 

definir qué antígenos de M. leprae son los más frecuentemente reconocidos 

por anticuerpos séricos de pacientes con diferentes formas clínicas de lepra 

(17,26,73,76,127), lo cual podría ser útil tanto en el diagnóstico como en el 

pronóstico de la enfermedad especialmente en aquellos casos de lepra 

indeterminada en los cuales la presencia de anticuerpos dirigidos contra 

fracciones antigénicas específicas de un estudio clínico (LL ó L T) podria 

predecir la evolución hacia una forma de lepra tuberculoide o lepra 

lepromatosa. 
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OBJETIVO 

El objetivo de este trabajo es caracterizar de acuerdo al método descrito por 

Larralde y cols., (72), marcadores serológicos que definan las siguientes 

condiciones: a) Paciente con LL, b) Individuos Contacto. 

Posteriormente al tener una mejor idea de la relación de los marcadores de 

enfermedad, se determinará la respuesta inmune celular probandose esos 

determinantes antigénicos en cultivos de linfocitos de pacientes con LL y de 

sus contactos. 

Finalmente se estudiará si dichas fracciones antigénicas son capaces de 

inducir la proliferación de células TCD4+, TCDB+ en cultivo, así como la 

indución de la síntesis de IL-4 en esos linfocitos estimulados con PHA. 
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HIPOTESIS 

Los anticuerpos específicos presentes en el suero de pacientes con Ll están 

dirigidos contra determinantes antigénicos definidos de M. leprae . Dichos 

anticuerpos tienen una especificidad diferente a la de los anticuerpos anti M. 

leprae encontrados en el suero de los individuos cercanos al paciente con LL. 

Estas diferencias de especificidad permiten definir fracciones antigénicas del 

bacilo, relacionadas con el proceso de enfermedad o con la exposición al 

agente infeccioso. 
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MATERIALES Y METODOS 

Individuos incluidos en el estudio, (suero).- Se incluyeron en total 45 

pacientes: 20 hombres y 15 mujeres de entre 20 y 65 años, del Instituto 

Dermatológico de Jalisco, México, diagnosticados como pacientes con LL de 

acuerdo a los criterios internacionalmente aceptados (109). Todos recibieron 

un tratamiento irregular de entre 2 y 15 años con 100 mg de dapsone por dia. 

El suero de los pacientes con LL se colectó antes y durante el tratamiento. 

También se colectó suero de 19 sujetos contactos de pacientes (10 hombres 

y 9 mujeres de entre 20 y 50 años de edad) y del grupo control (20 sujetos 

clínicamente sanos), todos por punción venosa. Todos los grupos de estudio 

se aparearon en sexo y edad tanto como fué posible. Los sueros se dividieron 

en tres partes y se congelaron a -20 ºC. hasta su uso. 

Antígenos. - Se utilizaron extractos sónicos de M. leprae cultivado en 

armadillo que se prepararon de acuerdo al protocolo de Drapper publicado 

por TDR/IMMLEP (130). El bazo de los armadillos que habían sido infectados 

un año antes con un leproma humano, se pesó, homogeneizó y resuspendió 

en una solución amortiguadora compuesta de 9 partes de NaCI O. 15 M, 1 

parte de Tris base 1 M y MgS04 1 M, adicionada de hidrocloruro de 

benzamidina 1 mM en un litro de agua bidestilada. El tejido se homogenizó 

con esta solución (4 mi I g de tejido) utilizando un homogenizador-politron 

(Sorvall Omminix). El homogenado se centrifugó a 10,000 x g durante 10 

minutos, se separó el sobrenadante rico en glicolípidos específicos de M. 

leprae , se resuspendió el sedimento a la misma relación con la solución 

homogenizadora descrita y se recentrifugó. Se descartó el sobrenadante y se 

resuspendió el sedimento en solución amortiguadora de lavado que consistía 

de HEPES 0.15 M ajustada a pH 7.2 con NaOH y adicionada de MgS04 1 
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mM y 0.1 % de Tween 80 (peso/volúmen). El procedimiento anterior se 

realizó a menos de 1 OOºC y la exposición del homogenizado al medio no 

excedió de 20 min., cada vez. Posteriormente, el sedimento se resuspendió 

en una solución amortiguadora de DNAasa que consistió de 0.1 % tween 80 

preparado recientemente a partir de una solución stock concentrada 1 Ox, que 

además contenta 1 mi de MgS04 1 M y 20 mi de HEPES 0.15 M por litro, a un 

pH 7.2. Se utilizó una proporción de 100 mi de esta solución amortiguadora 

de DNAasa por cada 25 g de tejido original, adicionando la enzima hasta 

alcanzar una concentración de 4 unidades por mi. 

Se agitó durante una hora a 20°C y se filtró a través de un filtro con un 

contenedor de acero inoxidable. 

Posteriormente se centrifugó a 10,000 x g por 1 O min, el sedimento se 

resuspendió en la solución amortiguadora de Tween al 30% en una solución 

de Percoll (v / v), se usaron 100 mi de esta solución por cada 25 g de tejido 

original. Se distribuyó en tubos de centrífuga de 25 mi y se centrifugó el 

gradiente de Percoll a 27,000 x g por una hora en un rotor de ángulo libre. Se 

colectó la banda correspondiente a las bacterias cerca del botón del fondo del 

tubo el cual se resuspendió de nuevo en solución amortiguadora de Tween, 

lavando por centrifugación entre 8,000 y 10,000 x g durante 10 min 3 veces. 

El paquete se resuspendió en el menor volúmen posible de solución 

amortiguadora de Tween y se adicionó a un sistema de sedimentación 

acuosa de dos fases, el cual consistió en 7 g de Dextran (T500 Pharmacia lnc 

Chemicals Upsala Sweden), 4.9 g de polietilenglicol (PEG) 6000, 0.1 g de 

polietilenglicol-palmitato (monopalmitato de PEG) y unos 70 g de agua, 

permitiendo a los pollmeros disolverse. Se añadieron 0.5 mi de NaCI 2M, 2 mi 

de KOH 0.5 M a pH 6.9. El material con las micobacterias se agitó bien y 

después se separaron las dos fases en un matraz de separación. Se separó 

la fase superior y se diluyó en igual volumen de agua con Tween 80 al 0.1 %. 

Se colectó y se lavó el material en solución amortiguadora de Tween y el 
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material de la interfase y de la fase inferior se descartó. Finalmente, los 

bacilos purificados obtenidos se rompieron por medio de ultrasonido a 100 

watts y se centrifugaron a 10,000 x g. Al sobrenadante se le determinó la 

concentración de proteínas y se ajustó a razón de 1,000 mg/ml (80). 

Para los ensayos de proliferación, se utilizaron los antígenos de 18, 28 y 65 

Kda, gentilmente donados por el Dr. J.W. Rees (Clinical Research Centre, 

Harrow, U.K.) y que corresponden al lote CD99, preparados de acuerdo al 

documento del lmmlep, de la Organización Mundial de la Salud: TDR/IMM

LEP-SWG [5] 80.3, p23, 1980, en algunos experimentos se usaron los 

antígenos electroeluidos en nuestro laboratorio. 

Corrimiento del antígeno en Geles de Poliacrilamida e lnmuno-electro

transferencia. - Los extractos sonicados fueron fraccionados en Geles de 

Poliacrilamida-Dodecil sulfato de Sodio al 10% (PA-DSS) en condiciones 

reductoras (71). a 150 V durante 60 min., usando el equipo para minigeles 

(Bio-Rad Labs, Richmond, CA, USA). 

La electroforesis en geles de PA-DSS constituye un método barato, 

reproducible y rápido para comparar, semicuantificar y caracterizar las 

proteinas de M. leprae. Este método permite separar los determinantes 

antigénicos, basado en principio en su peso molecular: la adición del DSS 

permite a éste unirse a lo largo de la cadena polipeptidica de tal forma que el 

complejo DSS-proteína reducida corre a través del gel de PA en función de 

su peso molecular. La relativa facilidad de elaboración de esta técnica de 

geles de PA-DSS así como la de transferencia de dichas proteínas (Western 

blot) a papel de nitrocelulosa utilizando para ello un campo eléctrico, han 

hecho de ellas una importante arma analitica en muchos campos de la 

investigación. 

La tinción de los geles se realizó con Azul de Coomassie, que permite 

detectar hasta 0.1 mg de proteína en una sola banda, quitando el exceso de 
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tinción con una solución de metanol al 10 %, ácido acético glacial al 10% en 

agua. En algunos casos se utilizó tinción de plata a base de nitrato de plata, 

lo que permite reconocer hasta 2 ng de proteína. 

Las proteínas fraccionadas fueron entonces transferidas a hojas de 

nitrocelulosa de 0.45 mm (Bio-Rad) durante toda la noche a 4 

mA. Esta técnica inmunoquímica llamada inmunotinción, inmunoblotting o 

Western blotting ha sido usada para detectar proteínas inmobilizadas en una 

matriz de nitrocelulosa (126). 

Para probar que la transferencia se realizó correctamente se procedió a teñir 

reversiblemente las hojas de nitrocelulosa por medio de la técnica de amida 

negro usando marcadores con peso molecular definido, se lavó en solución 

amortiguadora de fosfatos (SAF) pH 7.2, y se cortaron en tiras de 3x65 mm, 

se colocaron en moldes individuales de plástico y se bloquearon con 5 % de 

leche deslipidizada en SAF con tween 20 al O. 1 % Las tiras se incubaron 

durante toda la noche. A continuación se lavó 3 veces en SAF pH 7.2 y se 

procedió a incubar durante 1.5 horas con una dilución 1 :50 de cada suero, las 

tiras se lavaron 1 O min 3 veces, y se incubaron durante una hora con el 

segundo anticuerpo anti humano producido en cabra y conjugados a 

peroxidasa de rábano. A continuación las tiras se lavaron tres veces, y se 

adicionó el sustrato (diaminobenzidina), (Sigma Chem Co. St Louis MO, USA) 

suspendido en 10 mi de SAF, 20 µI de H202 y 70 mi de una solución de 

cloruro de calcio al 1 %, se incubó a temperatura ambiente durante 5 minutos 

para permitir el desarrollo de color, la reacción se detuvo lavando las tiras con 

agua destilada y una vez secas, se fotografiaron antes de ser almacenadas. 

La intensidad de cada banda fué determinada por dos escrutadores 

diferentes y se clasificaron como altamente positivos(++), ó ligeramente 

positivos(+), el peso molecular de cada banda fué calculado de acuerdo a los 

marcadores de peso molecular (Amersham) previamente incluidos en los 

geles y transferidos a las hojas de nitrocelulosa (126). 
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Elución Electroforética de las Proteinas de M. leprae - Se llenó un tubo 

de 160 mm con una solución de acrilamida a una altura de 20 mm por 

debajo de la boca y se esperó a que polimerizara. Este gel se utilizó como 

soporte de los geles que contienen la banda de la proteína fraccionada (18, 

28, 65 kD). Se enjuagó la superficie del gel con la solución amortiguadora 

utilizada en la electroforesis y se precorrió (preelectroforesis) durante 3 horas 

aplicando una corriente de 2 mA a cada tubo. Posteriormente se enjuagaron 

con una solución con Tris 0.025M, Glicina 0.075M y 30 % de glicerol (v / v) a 

un pH de 8.8. (solución 1). En la parte superior del gel de soporte se colocó el 

gel con la banda proteica evitando la formación de burbujas y se le agregó 

0.15 mi de la solución l. El tubo se llenó con una solución de NaCI 2M 

(solución 11) evitando la mezcla de la 2 soluciones. 

Una vez preparados los tubos de esta manera se colocaron en el aparato 

para electroforesis lleno con la solución utilizada en la separación de las 

proteínas. La electroforesis se realizó con una polaridad inversa (reversa, 

contraria) (la cámara superior conteniendo el ánodo) y la electroforesis se 

realizó durante 120 minutos aplicando una corriente de 4 mA a cada tubo, 

tiempo durante el cual la protelna migró desde el gel que la contenía hasta la 

solución l. El monitoreo de este proceso se realiza utilizando proteínas 

marcadas con cromóforos o grupos fluorescentes como fue sugerido por Otto 

(101). En lo casos en los que se agregó SOS, después de la electroforesis se 

formó un anillo en la frontera entre las soluciones 1 y 11, mientras que las 

proteínas eluidas se encontraron de igual modo en la solución l. Para 

mantener el pequeño volumen de la proteína eluida y para minimizar la 

contaminación de la proteína con NaCI, la solución 11 se retiró con una jeringa. 

Una vez retirado el gel que contenía la banda de proteína, el gel de soporte 

se reusó 2 o 3 veces. Finalmente de hizo la determinación cuantitativa de la 

proteína recuperada (101 ). 
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Análisis de Frecuencia de Reconocimiento Antigénico. - Para este 

propósito se utilizó el llamado lmmunoplot (72). Este procedimiento, consiste 

en graficar en ejes cartesianos la frecuencia de reconocimiento de cada 

fracción de antígeno de M. leprae por los anticuerpos presentes en cada uno 

de los sueros en estudio, contra la frecuencia de reconocimiento obtenida con 

los sueros de los sujetos normales. Este método permite la inmediata 

identificación de los determinantes antigénicos que reaccionan sólo con el 

suero de pacientes LL (eje x), de sujetos normales (eje y), o bien, bandas 

reconocidas por ambos grupos de sueros (plano entre los dos ejes). 

Constituyen en general reactividades con antígenos de reacción cruzada. 

Esta metodología permite identificar fracciones antigénicas específicamente 

reconocidas en este caso por los individuos con LL y que además son 

reconocidas por mas del 50 % de la población estudiada, por otro lado, 

idealmente esas mismas fracciones no deberán ser reconocidas por 

anticuerpos del grupo de individuos sanos (controles), en tales circunstancias 

es posible seleccionar aquellas fracciones antigénicas directamente 

relacionadas con la forma lepromatosa de la enfermedad. 

Células Mononucleares y Ensayo de Proliferación.- Las células 

mononucleares se obtuvieron a partir de sangre heparinizada de cada 

uno de los sujetos de la población a estudiar. La muestra obtenida por 

punción venosa se sometió a un gradiente de Ficoll-Hypaque de acuerdo a la 

técnica de Boyum (63) a 400x g, las células mononucleares se recuperaron y 

lavaron tres veces con solución salina balanceada de Hank's. Las células se 

resuspendieron en el medio de cultivo RPMI 1640 (GIBCO, Grand lsland, 

New York, USA), suplementado con 5% de suero fetal de ternera, 2mM de 

glutamina, 1 mM de piruvato de sodio, 0.1 mM de aminoácidos no esenciales, 

10 mM de HE PES, 5x10-5 mercaptoetanol y penicilina-estreptomicina 100 
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U/mi y 100 mg/ml respectivamente. Posteriormente la suspensión celular se 

distribuyó en placas de 96 pozos a razón de 2x10-5 células por pozo, 

utilizando triplicados para probar cada una de las siguientes condiciones: 

10µg de PHA, 1, 5 y 10 µg de cada fracción del antígeno de M. leprae , 

correspondientes a 18, 28 y 65 kD. Los cultivos se incubaron por triplicado 

con 95% de aire y 5% de C02 a 37°C, durante 48 horas en el caso de PHA y 

cuatro días para el extracto total y cada una de las fracciones antigénicas. 

Los triplicados se pulsaron con 1 mCi de 3H-timidina (actividad específica 6.7 

Ci/m.moles; New England Nuclear, Boston Massachussets, U.S.A) y después 

de 18 horas de incubación, se cosecharon las células y se midió la 

incorporación de 3H-timidina en un contador para emisiones beta (Packard). 

Algunos de los sobrenadantes del cultivo de células estimuladas con PHA se 

utilizaron también para probar la presencia de IL-4. 

Determinación del Marcador CDS y CD4 por Citofluorometría. - Las 

células T de los sujetos contacto y de pacientes con LL fueron llevadas a un 

citofluorómetro de flujo (Coulter (R) Epics) para medir automáticamente la 

concentración de células con marcador coa y CD4 por medio de anticuerpos 

monoclonales murinos antiCD4 y CDB humanos, usando un segundo 

anticuerpo anti lgG murino hecho en cabra, todo de la marca Coulter (R), 

(USA) (31). 

Determinación de IL-4.- Se procedió a utilizar la prueba de ELISA IL-4 

ELISA TEST (Genzyme, Cambridge, MA 02139 U.S.A), para determinar la 

producción de IL-4 humana en los cultivos de células linfoides de los 

pacientes con LL y de sus contactos estimulados con PHA. El inmunoensayo 

unido a una fase sólida emplea el principio del "sandwich". A los pozos se les 

adicionó 100 µI de una dilución adecuada (indicada por el fabricante) de un 

anticuerpo monoclonal producido en conejo, especifico contra IL-4 humana, 
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se dejó incubar toda la noche a 4°C y al día siguiente se lavó tres veces con 

una solución salina a base de fosfatos con surfactante Tween 20 a pH 6. 75 y 

se adicionaron 100 µI de estándares de IL-4 para la construcción de la curva 

estándar (desde 3 ng hasta 0.045 ng), los sobrenadantes o los sueros se 

probaron por duplicado, incubando durante 2 horas. Se aspiró el 

sobrenadante y se lavó cuatro veces con la solución de lavado a temperatura 

ambiente, los pozos se sacudieron para eliminar el exceso de líquido y se les 

añadieron 100 µI de la dilución del segundo anticuerpo cabra (anti

inmunoglobulina de conejo hecho en cabra) incubando a temperatura 

ambiente durante 45 min. Se aspiró el liquido y los pozos se lavaron cuatro 

veces como se indicó anteriormente y se agregaron 100 µI de una dilución de 

estreptavidina-peroxidasa dejando incubar 40 min, a continuación se descartó 

el sobrenadante y se lavó cuatro veces. Por último, se adicionaron 1 OOml de 

una dilución del sustrato OPD-peroxidasa incubando durante 5 a 1 O min 

hasta observar el desarrollo de color. Cuando el color era evidente en todos 

los pozos la reacción se paró con una solución de H2S04 1M. Posteriormente 

se procedió a realizar las lecturas en un lector de ELISA a una longitud de 

onda de 492 nm, construyendo la curva de referencia (57). 
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RESULTADOS 

lnmuno-Electro-Transferencias (Western blots). - En la Figura 1 se 

pueden apreciar ejemplos de la reactividad de anticuerpos de la clase lgG e 

lgM presentes en el suero de pacientes con LL, de sus contactos y de sujetos 

normales (controles) frente a antígenos de M. leprae. Ahí podemos observar 

que el suero de los pacientes reconoció 15 determinantes antigénicos, cuyos 

pesos moleculares oscilaban entre 97 y 14 kD. El suero de los sujetos 

contactos reconoció 12 diferentes bandas con pesos moleculares en el 

mismo intervalo que los observados en el grupo de pacientes (97-14 kD), 

finalmente los sueros de sujetos normales reconocieron 7 bandas. En todos 

los casos se muestra a la izquierda de la figura marcadores de peso 

molecular. 

... 
97 .... 
38 
28 

,. 

LL e • 

FIGURA 1. Ejemplos Ilustrativos de las inmunoelectrotransferencias (western bicis) utilizando sueros de 

pacientes con Lepra lepromatosa, sus contactos y sujetos normales que reaccionaron con los extractos 

sónicos de M. leprae. 
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Análisis de frecuencia de reconocimiento antigénico (lmmunoplots).-

La Figura 2 muestra el análisis de frecuencias del reconocimiento los 

anticuerpos presentes en el suero de los pacientes LL de dos proteínas: una 

de aproximadamente 28 kD en valores del 63% (f = 0.63), y otra de 

aproximadamente 65 kD a una frecuencia del 68% (f =0.68), comparadas con 

el reconocimiento de los anticuerpos de los sueros de sujetos normales, que 

no las reconocieron. También hubo algunos determinantes de M. leprae, que 

fueron frecuentemente reconocidos por ambos grupos de sueros (sobre el 

plano entre los dos ejes) (Figura 2A). En la figura 28 podemos observar la 

inmunográfica de frecuencias obtenidas del análisis de los Western blots 

realizados con el suero de sujetos contactos (eje x) y con el suero de sujetos 

normales (eje y). Aqui se puede apreciar que el suero de los sujetos 

contactos reconocieron una proteína de aproximadamente 16-18 kD a una 

frecuencia de 57% (f= 0.57), mientras que los sueros de sujetos normales, la 

reconocieron también frecuentemente (f= 0.65), por lo que parece ser un 

antígeno de reacción cruzada. Aparentemente las fracciónes antigénicas de 

aproximadamente 28 y 65 kD, parecen ser suficientemenete reconocidas solo 

por anticuerpos de individuos enfermos (LL) por lo que se pueden considerar 

marcadores de la condición LL. Por otro lado, las bandas de 

aproximadamente 16-18 kD podrían estar relacionadas con el contacto 

frecuente con individuos enfermos, lo cual será discutido en la sección 

correspondiente. 
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FIGURA 2. lnmunoplots: En A se puede observar, la gráfica de valores de frecuencia de 

reconocimiento antigénlco en pacientes LL versus los valores obtenidos en los sujetos normales y en B 

se pueden observar la gráfica de valores de frecuencia de reconocimiento antigénico obtenido en los 

sujetos contactos versus los valores obtenidos en los sujetos normales de acuerde a su reacción con 

antigenos de M. leprae. En A, podemos observar los antlgenos de aproximadamente 28 y 65 kD que 

fueron frecuentemente reconocidos como marcadores de la condición LL. En B, se muestra al 

determinante de aproximadamente 16-18 kD frecuentemenete reconocido por sujetos normales y 

contacto. 

Ensayo de proliferación con las fracciones de M. leprae. - En las Tablas 

1, 2, Figura 3A, 38, y Cuadro 1, se pueden observar los resultados de las 

incubaciones, con PHA, extracto total y cada una de las fracciones 

antigénicas importantes en el Western blot (18, 28, y 65 kD), de las células 

provenientes de 24 de los sujetos LL y de 20 de sus contactos: 

Cuando las células de los sujetos contactos se incubaron con PHA, 

presentaron un promedio de 26,624 ± 2929 cpm y 1072 ± 281 cpm cuando se 

incubaron con medio de cultivo, con un índice de estimulación de 24.8, 

mientras que cuando las células de los sujetos LL se estimularon con PHA, 

mostraron 16,479 ± 2775 cpm en promedio, y 1142 ± 195 cpm, cuando 

dichas células se incubaron con medio de cultivo, en este caso el indice de 

estimulación fué de 14.4 (Tablas 1 y 2, Figura 38). 
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Cuando las células de los sujetos contactos fueron estimuladas con el 

extracto sonicado total de M. leprae, presentaron en promedio 3311 ± 661 

cpm (1871 ± 281 cpm del medio de cultivo), con un índice de estimulación de 

1.76 (Tabla 1, Fig 38). Aquí, cabe resaltar que 3 de 12 sujetos contactos 

tuvieron índices mayores o iguales a 2 (Cuadro 1). Sin embargo cuando las 

células de los sujetos LL se incubaron con el mismo extracto total 

presentaron una incorporación 3HTdR de 1,921±598 cpm (vs 1,707 ± 347 

cpm del control, con un indice de estimulación de 1.12 (Tabla 2), siendo que 

ningún paciente LL respondió con índices mayores o iguales que 2 al extracto 

(Cuadro 1). 

Cuando las células de los sujetos contactos fueron incubadas con la fracción 

de 18 kD de M. leprae , estas mostraron ahora, menos incorporación de 

timidina marcada con tritio de 2,061 ± 445 cpm vs 1,871±285 cpm del medio 

de cultivo, con un índice de 1.10 (Tabla 1). Aquí 5 de 18 sujetos contacto 

respondieron con indices mayores o iguales que 2 (Cuadro 1 ). Cuando las 

células provenientes de los sujetos LL se incubaron con la fracción de 18 kD, 

éstas mostraron una proliferación de 1,940 ± 943 cpm vs 1, 707 ± 347 cpm), 

con índice de 1.13, con solo un paciente LL con indice mayor que 2 (Tabla 2, 

Cuadro 1). Sin embargo, en el caso de la fracción de 28 kD de M. leprae se 

encontró una incorporación de timidina tritiada de las células de sujetos 

contactos indicada en cpms de 1829 ± 338 cpm contra las 1,871 ± 285 cpm 

cuando fueron incubadas sólo con medio de cultivo, con un índice de 0.97 

(Tabla 1. Solo 3 sujetos de 18, respondieron a este antigeno con indice 

superior a 2 (Cuadro 1). 

Cuando las células de los sujetos LL se incubaron con esa fracción de 28 kD, 

mostraron 1,903 ± 904 cpm contra las 1,707 ± 347 cpm referidas del medio 

solo, con un indice de 1.11, solo el paciente #20 respondió al estimulo con un 

indice mayor que 2 (Tabla 2, Cuadro 1 ). 
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Por último, cuando las células de los sujetos contactos fueron puestas en 

presencia de la fracción de 65 kD, mostraron 1801 ± 378 cpm (1,871 ± 285 

cpm obtenidos en el control de celulas cultivadas sin antigeno), con un indice 

de 0.96, con 3 sujetos de 17 con l.E. mayores de 2 (Tabla 1, Cuadro 1). 

En el caso de las células de pacientes LL, éstas no se estimularon: con el 

determinante de 65 kD (1,666 ± 674 cpm vs 1,707 ± 347 cpm, con un índice 

de 0.97), excepto el mismo referido paciente #20 (Tabla 2, Cuadro 1). 

Además los resultados anteriores en conjunto, se pueden apreciar en la 

Figura 38. 
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TABLA 1.- ENSAYO DE PROLIFERACIÓN y DETERMINACIÓN DE MARCADORES CD4 y coa DE LAS CtiLULAS DE 

SUJETOS CONTACTOS DE LOS PACIENTES LL CON EL EXTRACTO TOTAL Y LAS FRACCIONES 18,28 Y 65 kO de .M...MmB. 

c 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12. 

13 

14. 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

X 

M3 M5 PHA ET 18'o 

105 230 9,096 (87) 572(2.!i) 217(0.11) 2701121 

221 1,625 35,381(160) 1,673(1) 302(0.2) 4,371(2.1) 

785 3,143 25,291(32) 4,810(1.!i) 1,093(0.3) 1,079¡03) 

1,131 5,253 38,654(341 8,119(1.51 1,617(0.31 2,554(051 

869 3,702 21,61212•1 5,75"4(1.51 4;1301.1.1. 3,951(1.01 

525 2,407 18,391(351 4,748(21 . 4,70Sc21 331(0.11 

662 991. , 56,026(85) 

.: .. ·488 •, . : 1,2.a·: 19,877('11 
. ' ~·~ . ' \ ; ' ·~ 

·2,403· · 22,743(ee1 
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TABLA 2.· ENSAYO DE PROLIFERACION y DETERMINACIÓN DE MARCADORES C04 y coa DE LAS CÉLULAS DE 

SUJETOS CON LEPRA LEPROMATOSA (LL) CON EL EXTRACTO TOTAL Y LAS FRACCIONES 18,28 Y 65 kD de~· 

LL M3 MS PHA ET 18kD 28kD 18CD4 18CDI 28CD4 28COI 15co. 15COI 

"' 12,837(1.3) 138(0.1) ND ND 131(0.t) ND 

2 1157 2557 33.154{291 189(0.4) NO ND ND 
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Figura 3.A.- Ensayo de proliferación de células de sujetos contacto y LL estimulados 

con PHA. 

a·-
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Figura 3.8.- Ensayo de proliferación de células de sujetos contacto y LL 
estimulados con el extracto total y las fracciones de 18, 28 y 65 KDa de M. 
leprae. 
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CONTACTOS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13 14 15 16 

EXTRACTO TOTAL X X X N N N N 

18 Kda 

28 Kda 

65 Kda 

LL 
EXTRACTO 
TOTAL 
18Kda 

28 Kda 

65 Kda 

[Z] 
CJ 
GJ 

.. X X N X 

X X N 

X N X N X 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

N N N N N N N N 

N N N 

N N N 

N N 

= Indice de estimulación > 2 (Respondedor) 

= Indice de estimulación < 2 (No Respondedor) 

= No Realizados 

CUADRO 1.- Respuesta Individual proliferativa de linfocitos de sangre 
periférica de sujetos CONTACTOS Y LL al EXTRACTO TOTAL y las 
fracciones antigénicas de M.leprae de 18, 28 y 65 Kda. 
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Citofluorometría.- De manera análoga, en la Tabla 1, 2 , Figura 4, y Cuadro 

2, se pueden observar los resultados de la proporción de los marcadores 

CD4+ y coa+ determinadas por citofluorornetría de las células de a sujetos 

contacto y 14 sujetos LL, expuestas a los determinantes antigénicos de M. 

leprae de 1 a, 28 y 65 kO. 

Podemos observar que, cuando una alícuota de las células referidas de 

sujetos contacto incubadas con el antígeno de 18 kD, tuvieron una expresión 

promedio de 49% de células que expresan el marcador CD4+, considerado 

normal. Cuando se midió el marcador CD8+, sobre la membrana de estas 

células, estas tuvieron una proporción de 20%, el cociente de estas dos cifras 

(49%, 20%), dió 2.45, lo cual es considerado normal, en virtud de que se ha 

observado que las células de sujetos normales presenta una proporción de 

dos entre las células CD4+ y Coa+ (Tabla 1 ). En el Cuadro 2 se puede ver 

que 6 de 8 contactos tuvieron indices mayores o iguales que 2. Cuando las 

células de estos sujetos contactos se expusieron en el cultivo al antigeno de 

28 kD, éstas mostraron una proporción promedio de 49% de células CD4+ y 

cuando se midió el marcador coa+, éstas mostraron un porcentaje de 20 

(Tabla 1 ), sin embargo todos los individuos de esta categoría tuvieron 

cocientes CD4+/CD8+ mayores o iguales que 2 (Cuadro 2). En el caso de las 

células en cultivo de sujetos contactos, expuestas al antígeno de M. leprae 

correspondiente a 65 kD, estas presentaron una proporción de 46% de 

células T CD4+ y cuando se utilizaron anticuerpos monoclonales para 

detectar el marcador CD8+ estas exhibieron 24% de sus células positivas 

(Tabla 1 ), aquí 6 de los 8 sujetos contactos presentaron indice mayor o igual 

que 2 (Cuadro 2). Además el sujeto contacto número 19 mostró una 

proporción de células CD4+ de solo 30%. contra 21 % de C08+ con una 

relación de 1.5 (Tabla 1). 
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En el caso de las células en cultivo de sujetos LL expuestas al antígeno de 18 

kD, éstas presentaron una proporción de 45% de células CD4+ y de 24% 

cuando se midió el marcador CDS+, siendo la relación de 1.S (Tabla 2), con 8 

de 13 sujetos LL que tuvieron una relación igual o mayor que dos entre estas 

dos subpoblaciones de células T (Cuadro 2). Cabe destacar que aunque en 

el promedio no se detecta mayor alteración de estas cifras, en realidad hay 

tres pacientes (17, 19 y 20), que presentan una desproporcionada alta 

cantidad de células CD4+, lo cual podría indicar la habilidad de este antlgeno 

de inducir el marcador referido de células T cooperadoras, sin embargo otro 

de los pacientes (el número 24), presenta una desproporción de estas células 

CD4+ a favor de las CDS+ (33vs54%). También destaca el sujeto LL número 

15 con 27% de células CD4+, que en su relación con la proporción de células 

que expresan el marcador CDS+ (24%), este sujeto presentó un cociente 

menor que uno (0.93) 

Cuando el antígeno de M. leprae , utilizado fué el de 2S kD, las células de los 

sujetos LL presentaron en promedio 47% de células CD4+ contra 23% de 

células CDS+ (Tabla 2), de nuevo, aunque en promedio se podría considerar 

normal, aquí 7 de 10 sujetos LL (cuadro 2), tuvieron una relación mayor o 

igual que dos. El cociente de dos mostrado, en promedio, en realidad encubre 

relaciones desproporcionadas entre las dos subpoblaciones de células T CD4 

y CDS, dejando para la discusión el comentario partícular de los resultados de 

los pacientes Llnúmeros: 10, 11, 12, 14, 15, 19y20. 

Por último, cuando el antígeno de 65 kD fué utilizado, de nuevo el promedio 

de células CD4+ de los pacientes LL, fue de 47% y el CDS+ fué de 27.S%, lo 

cual dió una relación de 1. 7 entre ambas, aquí 6 de 14 individuos contacto 

tuvieron relación CD4'+/CDS+ mayor o igual que dos. Otra vez, los pacientes 

referidos arriba tuvieron desproporciones considerables (Tabla 2, Cuadro 2). 
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LL 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 

'º--"--- X X X X X X X N N X 

'º--"--- X X X X X N X X N N N N 

- X X X X X X 

CONTACTOS 13 14 15 16 17 18 19 20 

ID vu .. •vuu X X X X X X 
"'ª ......... , ....... º X X X X X X X X 
OOvu.,1vuu X X X X X X 

0 = Indice co4+1cos+ > 2 

D = Indice co4+1cos+ < 2 

0 = No Realizados 

CUADRO 2.- Relación de la respuesta individual de la proporción de células 

T CD4+ y coa+ de sujetos CONTACTOS después de cultivarse con los 

determinantes antigénicos de 18, 28 y 65 Kda de M. leprae. 
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Figura 4.- Proporción de células T CD4+ y CDS+ de sujetos contacto y LL 

medidas por citofluorometría, después de cultivarse con los determinantes 

antigénicos de 18, 28 y 65 KDa de M.leprae. 
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Determinación de IL-4.- En la Tabla 3 se muestra la concentración de IL-4 

en los sobrenadantes de seis cultivos de linfocitos de seis sujetos normales 

no estimulados (medio de cultivo) en donde se observa que tales 

sobrenadantes contenían un promedio de 0.162 ± 0.092 ng/ml de esta 

linfocina. 

Cuando esos linfocitos de sujetos normales se estimularon con PHA el 

promedio de la concentraCión de IL-4 en los seis cultivos fué ahora 0.233 ± 

O. 113 ng/ml. Por otro lado la concentración de 1 L-4 de los sobrenadantes no 

estimulados de cuatro cultivos de cuatro sujetos contacto fué de 0.271 ± 

0.023 ng/ml. Cuando los cultivos de los mismos sujetos contacto fueron 

estimulados con PHA ahora se observaron 0.299 ± 0.039 ng/ml. Por último, 

cuando se evaluarán los sobrenadantes de 8 cultivos no estimulados de 8 

pacientes LL éstos contenían un promedio de 0.233 ± 0.080 ng/ml de IL-4, 

mientras que cuando esos mismos cultivos fueron puestos en contacto con 

PHA ahora el promedio fué 0.294 ± 0.140 ng/ml (Tabla 3). 

TABLA 3.- Concentración de lnterleuclna 4 (IL-4 en ng/ml) en sobrenadantes de cultivos de 

linfocitos de pacientes con Lepra Lepromatosa (LL), contactos y sujetos normaies 

NORMALES 

MEDIO PHA 
ng/ml 

0.045 
0.045 
0.203 
0.196 
0.231 
0.257 

0.045 
0.223 
0.396 
0.234 
0.231 
0.257 

X 0.162 +- o.233 +-
0.092 0.113 

CONTACTOS 

MEDIO PHA 
ng /mi 

0.265 
0.274 
0.302 
0.245 

0.246 
0.291 
0.341 
0.316 
0.299 

0.271 +- 0.299+-
0.023 0.039 
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PACIENTES LL 

MEDIO PHA 
ngl mi 

0.045 0.060 
0.217 0.233 
0.223 0.569 
0.254 0.256 
0.262 0.274 
0.234 0.307 
0.265 0.327 
0.285 0.327 
0.324 0.316 

0.294 
0.233+- 0.294+-
0.080 0.140 
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Por otro lado, cuando se valoró la concentración de IL-4 en el suero de los 

pacientes LL comparado con la concentración de IL-4 de sujetos normales, 

los pacientes LL mostraron un promedio de 0.239 ng/ml y los individuos 

normales 0.294 ng/ml (Tabla 4). 

TABLA 4.- Concentración de lnterleuclna 4 (IL-4 en ng/ml) en el suero de pacientes con Lepra 

Lepromatosa (LL) y sujetos normales 

NORMALES 
ng /mi 

0.279 
0.313 
0.279 
0.279 
0.324 
0.286 
0.298 
0.261 

X 0.294+-0.02 
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PACIENTES LL 
ng/ml 

0.302 
0.361 
0.310 
0.192 
0.195 
0.369 
0.220 
0.147 
0.220 
0.147 
0.220 
0.150 
0.223 
0.167 
0.178 
0.183 
0.378 

X 0.239+-0.oe 
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DISCUSION 

La inspección de bandas reconocidas por anticuerpos de pacientes con LL, 

sus contactos y sujetos normales en los Western blots no es una tarea fácil. 

El uso del llamado "lnmunoplot" propuesto por Larralde (72), ha permitido 

ordenar los resultados de las inmunoelectrotransferencias de tal manera que 

mezclas complejas de antígenos de las micobacterias causantes de la 

enfermedad pueden ser inmediatamente categorizadas de una manera 

cuantitativa y específica. Este método constituye una útil y potente arma para 

discriminar bandas que poseen información notable. De acuerdo a lo anterior, 

las dos proteinas reconocidas especificamente por los anticuerpos de los 

sueros de pacientes LL, de aproximadamente 65 y 28 kD pueden ser 

consideradas marcadores de las condicion de enfermedad. Con éstos 

determinantes antigénicos de M. leprae, se puede desarrollar una prueba 

serológica como el ELISA, fácil de hacer en el laboratorio, con el objeto de 

predecir si un sujeto contacto se está moviendo al estado patológico (LL) 

antes de su detección clínica, lo cual es un aporte concreto de este trabajo. 

Por otro lado, es necesario saber con certeza si la proteina de 16-18 kD 

(104, 127), reconocida frecuentemente por los tres grupos (normales, 

contactos y LL) pudiera ser una proteína relacionada con la inducción de 

células CD4+ y contribuir en la inmunidad protectora .. En este sentido, 

Dockrell (40) ha reportado que una proteína de, 18 kD de M. leprae induce la 

proliferación de células T CD4+. 

Para explorar lo anterior, se hicieron cultivos con los determinantes arriba 

mencionados con células de sujetos contactos y con células de pacientes LL, 
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ahí se pudo observar (Tablas 1 y 2, Fig 3A, 38 y Cuadro 1 ), que el grado de 

reconocimiento y respuesta de las células de sujetos contactos a PHA, al 

extracto total y los antígenos de 18, 28 y 65 kD de M. leprae es mayor que en 

el caso de las células provenientes de los sujetos LL. Al analizar los 

resultados en promedio resulta claro que las células de estos sujetos 

contactos de manera visible y significativa responden mejor que las células 

anérgicas de los sujetos LL. En cuanto a la respuesta al extracto total y a las 

diferentes fracciones antigénicas de M. leprae no se observaron diferencias 

significativas entre los grupos (Figura 38). Sin embargo cabe mencionar que 

cuando se analizó la reactividad individual a los mencionados antígenos, un 

mayor número de individuos contactos (5 de los 19), fueron capaces de 

acuerdo a Dockrell (40) de responder a estos, especialmente a la fracción de 

18 kD, mientras solamente uno de los pacientes LL, respondió (Cuadro 1) 

Por otra parte, es importante hacer notar que, la incapacidad de los linfocitos 

de los paciente LL de responder a los antígenos de M. leprae no solo se 

presenta cuando el estímulo a las células Tes hecho con antígenos 

específicos, sino que también es notable la incapacidad para responder de 

los linfocitos T de los pacientes LL frente a estímulos mitogénicos policlonales 

por lo que lo afirmado tradicionalmente en el sentido de que la Lepra es una 

enfermedad que cursa con inmunodeficiencia solo a los antígenos de M. 

leprae, puede no ser del todo cierto y la inmunodeficiencia observada en 

dichos pacientes pudiera ser más generalizada. Lo anterior se apoya además 

en los resultados mostrados en este trabajo (fig 3A) y además en estudios no 

mostrados y aún no publicados de datos obtenidos de los expedientes del 

Instituto Dermatológico de Jalisco en los cuales se puede constatar que los 

pacientes LL pueden presentar otras infecciones que comprometen la RIC, 

tales como tuberculosis e histoplamosis. 

Por otro lado es interesante resaltar que en los resultados de este trabajo, no 

existe correlación entre la respuesta de anticuerpos a los diferentes antígenos 
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y la respuesta proliferativa a ellos, ya que mientras los anticuerpos de los 

pacientes con LL, reconocieron frecuentemenete las bandas de 2a y 65 Kda, 

no mostraron una respuesta proliferativa a ellas, por el contrario algunos 

individuos contactos dieron una respuesta proliferativa a estos antígenos sin 

que mostraran anticuerpos específicos contra ellos. esto podría deberse a 

que los anticuerpos y las células respondedoras en los ensayos de 

proliferación, reconocen epítopes diferentes en dichos segmentos 

antigénicos. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Mendez

Samperio y cols (a7). 

Por otra parte, en nuestro trabajo, al medir por citofluorometria la proporción 

de células con marcador co4•, coa• se encontró que solamente 2 de a 
individuos contacto (el # 1 a y el # 20 del cuadro 2) presentaron alteraciones 

en la relación éstas dos subpoblaciones, en contraste a lo observado en el 

grupo de enfermos LL (cuadro 2), aproximadamente el 50 % de estos 

individuos, mostraron alteraciones. Sin embargo estas alteraciones fueron 

muy heterogeneas, ya que en algunos casos parecen deberse a un aumento 

en la cantidad de células coa• y en otros a una disminución en el número de 

células co4•, lo cual sugiere que la anergia observada en el grupo de 

pacientes, podría deberse a una desproporción de la relación de células 

co4•1coa• que al solo aumento de la población coa•. como ha sido sugerido 

por otros autores (12, 13, 100). 

En el caso del paciente #20 (Tabla 2), se puede observar de manera 

interesante que respeonde con un 1.E de 12 para el determinante de 18 kO, 

un l.E. de 11 para el antígeno de 2a kO y un l.E. de 9 para el determinante de 

M. leprae de 65 kO. Sin embargo, ese mismo paciente presenta una relación 

de narcadores co4• y coa• de 5.25, 5.8 y 5.3, respectivamente, para los 

antígenos de 1 a, 2a y 65 kD, lo que hace pensar que el determinante de 1 a, 
pero también el de 28 y 65 kO están induciendo un número de células co4•, 
que pueden influir en un mejor estado clínico de ese paciente. En trabajos 
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posteriores se estudiará si esto se confirma, asimismo se aislarán estas 

células para obtener líneas que permitan estudiar la posible relación entre los 

diferentes determinantes antigenicos y el tipo de subpoblación de células 

estimuladas. Con los datos encontrados en est~ trabajo se puede concluir 

que la gama de respuestas del grupo de sujetos estduiados es muy 

heterogenea y que corresponde hacer un análisis caso por caso, debiendose 

en el futuro hacer un análisis, entre el hallazgo inmunológico y el estado 

clínico. Otra posibilidad es que la anergia observada en los pacientes 

lepromatosos, pueda ser causada por difrentes mecanismos, como los 

propuestos por Bloom (12, 13) o aún por Lombardi (79). 

En el sentido arriba mencionado otro de los objetivos importantes en este 

trabajo, fué, determinar, si las células de los sujetos LL, producian una mayor 

cantidad de IL-4 cuando eran estimuladas en esta primera serie de 

experimentos con PHA, con el objeto de comprobar después de la hipotesis 

del grupo de Modlin (12), respecto a que los sujetos con LL, presentan una 

mayor actividad de células tipo TH2, que pudieran estar jugando un papel 

supresor en el sistema fisiológico del enfermo, no fué asi, los resultados de la 

determinación de IL-4, no muestran ninguna diferencia en la producción de 

IL-4 entre los tres grupos estudiados, es más, cuando se busco la 

concentración de IL-4 en el suero de sujetos normales, contactos y LL, 

tampoco se pudieron encontrar diferencias (Tablas 3 y 4) (12, 13, 14,44,57,56, 

68). Sin embargo, estos resultados aparentemente contradictorios sobre los 

niveles de IL-4 encontrados en pacientes con LL, podrian deberse a que, si 

bien, a nivel circulante no se observan diferencias significativas de los niveles 

de IL-4, estas son evidentes cuando se estudian los niveles de expresión de 

RNA mensajero que codifica IL-4 en los sitios de las lesiones, tal como ha 

sido reportado anteriormente (12, 13, 56, 57 ). Existe la alternativa de probar 

la propuesta del grupo de Lechler (79), en cuanto a la posibilidad de 

generación de células T anérgicas por los mecanismos planteados en los 
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antecedentes experimentales respecto a la falta de cooperación adecuada de 

la célula presentadora del antígeno y la competencia por IL-2 para el caso de 

Lepra lepromatosa, pero diferentes a los planteados por el grupo de Modlin 

(131 ). El presente trabajo, sugiere que al menos en los pacientes LL del 

Instituto Dermatológico de Jalisco no parece haber una correlación con la 

propuesta hecha por Mossmann y Coffman (92), en modelos de ratones, ni 

correlacionan del todo con lo afirmado por el grupo de Bloom (12, 13,44, 131), 

quienes atribuyen la enfermedad a un desequilibrio de las poblaciones de 

células co4• TH1 -disminuidas- y TH2 -aumentadas-, con la consecuente 

presencia de altos niveles de IL-4, que este trabajo no pudo confirmar, al 

menos en linfocitos circulantes. 

En conclusión, los resultados obtenidos en el presente trabajo resaltan la 

necesidad de realizar estudios similares en grupos de individuos con 

características clínicas relativamente homogeneas, tales como tipo de LL, 

tiempo de evolución, tiempo de tratamiento, respuesta al tratamiento, 

características generales, etc, etc., con el objeto de poder hacer una 

correlación de eventos inmunológico y clínicos que nos ayuden a entender 

mejor esta compleja enfermedad que azota todavía a una significativa parte 

de la población, local, nacional y mundial. 
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SUMMARY 

A great diversity of antigens from M. leprae have been described. One 

practica! approach should be to utilize them as markers in knowing when a 

household contact subject has the risk of become infected and them move to 

an active form of leprosy. Fer this purpose, sonic extracts of M.leprae were 

tractioned in 10% SDS-PAGE under reducing conditions. The fractioned 

proteins were then transferred to nitrocellulose shets and incubated with sera 

from LL, their contacts and normal subjects in order to reveal the frequency of 

antigen recognition of each set of sera. The results showed that sera from LL 

patients, frequently recognized two proteins: ene of approximately 28 KDa 

and other of near 65 KDa, when compared with sera from normal subjects. 

The contacts and normal subjects, but LL patients too, frequently recognized 

a »16-18 KDa antigenic band. 

According to the results, the recognized proteins from M. leprae (28 y 65 

KDa) can be considered markers of the above mentioned conditions. From 

these an easy serological test as an ELISA can be developed in arder to 

predict if a contact is moving to the LL state of leprosy befare the detection of 

clinical symptoms. 

Furthermore these antigens were put in contact with cells from LL patients 

and their contacts in culture, the results show that cells from contacts were 

more reactive to the total extract, 18, 28 and 65 kD from M. leprae, than cells 

from LL with interesting individual differences including CD4+/CD8+ ratio, 

which suggest, the study of cells from patients in the same clinic phase and 

generation of cell Unes from these subjects. Finally when IL-4 was measured 

by ELISA from supernatants from cultures from the three groups of study of 

PHA stimulted T cells, it was not observed any difference between normal, 

contact or LL patients. 
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Resumen 

Se invcstisuon en un 1rupo de pacientes de lepra 1epr...,... 
tosa y en otr0 de sujetos cllnic:amente aanos los niveles de 
linfocitos T totales por medio de formación de rosetas E, 
detmninaci6n de linfocitos T supresores Fc-1amma >' de la 
capacidad de uansronnadón blutoide de sus dlulu lin· 
foides cuando se estimularon con concanavalim A. La dc
tcrminacibn de linrodtos T por medio de roscau E mosu6 
que los pacientes taúan clisminuci6n en comparaci6n con el 
lfUpo tcsti1D de sujetos normales. La detcnainaci6n de lin· 
foci1os T supresores Fc·1amma evaluados por la forrnaci6n 
de rosetas con criuocitos de poUo ICMibilizados con lsG, 
demostró en los cnrcrmos un incremento sipificativo en los 
niveles de dichos linfocitos T supresores. En cJ cultivo de 
linrocitos de sansrc pcrirérica, la transronmci6n bluloide 
inducida por cstimulaci6n coa concanavalina A y medida 
por inc:orponci6n de timidina tritiad.I prcsent6 niveles 1111· 
jos en los pacientes leprosos. 

Los estudios mencionados demostraron que los enfermos 
de lepra leproma1osa presentan un número si1nificativa- . 
men1e superior de linfoci1os T supresores que los mostrados 
en sujetCH cllnicamente sanos, y que aqutllos pueden ser los 
causantes de la uansrormaci6n insufidcnte de sus ctlulu 
linfoides tras el estimulo m.i101tnico de linrocitos T. 

aKCi...S: October JOlh, 1914 
Accepced: Decanber lltla, .... 

lepra lepromatosa: 
estudio de 
algunas subpoblaciones 
de linfocitos 
y su 
análisis funcional 

lepromatous leprosy: 
study of 
sorne subpopulations 
of lymphocytes 
and its 
functional analysls 

Abstraa 

Tocal T lymphOCJtcs lcvds wcre lnvcsti1ated in a sroup of 
patimu with lcpromatous lepras)' and in anOlhcr one made 
up by clinically halthy individuals, by the c:apacity to fonn 
E rOScttcs, 101cther with Fc·•amma supprcssor T lympho
C)'lcs and blastoid transformarion capaci1y or w lymphoid 
oells, when aimulatcd wilh conc:anavalin A. Thc dctermi· 
nation or T lymphocytes by E roseues llhowcd pa1icnu liad 
dccrcased levels when comparcd to normal control subjects. 
Tllc dctermination or Fc-1amma suprasor T lymphOC)'les 
cvaluarcd by rosctte forma1ion •ilh chickcn erythroc)'tcs sen· 
sltiud •·i1h l1G, showed si1nificantly lncreased lcvcl• of 
such lymphOC)'les. In thr cuhurc of periphcral blood lym
phocytcs, blastoid uandormation induced by concanavalin 

' A and mcdiatcd by uitiaicd lhymidiae rcvalcd low lcvds in 
lcprosy paticnu. 

~ Sludies rncr11ioncd dernonstratcd lha1 paticnts with ~ 
promatous lepros~· coune with si1niíican1I)' increascd num· 
bcrs or supprcssor T lymphocytes !han those •P~arin1 in 
clinically healthy indMduals. Thi• could be thc uu..e of in· 
Surficjeal tranlformaliOn or l)'mphoid c:clb aftrr mitCJlenic 
stimulation b)' T lymphoeyt.n. 
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Loa pacientes de lepra lepromatosa apcrimmtan 
dcpresi6n aeneralizada de la inmunidad celular• que 
se manifiesta. entre ocru cosas, como incapacidad 
para reaccionar a los antlaenos de M)ICOboc1'rium Ir· 
P'llr en pruebas de trartSformación blastoide.:u Se ha 
postulado que en los enfermos de lepra lepromatosa 
la causa es un estado de tolerancia inmunolóaica ad· 
quirida, con falta de resistencia al padecimiento,• 
función alterad• de sus macrófagos para presentar 
adecuadamente los antigenos de M. lrproc a las ctlu· 
las inmunológicamente suficientes' y disminución de 
su racc:ión inmunitaria celular mediada por ctluw 
supresoras.• 

No se conocen los mecanismos causantes de estas al· 
teraciones, y es necesario determinarlos ya que son 
esenciales para entender las características inmuno
lógicas de la lepra. Por lo antes expresado, y con ob
jeto de obtener información adicional referente a la 
supresi6n de la racc:i6n inmunitaria celular, se reali· 
zb un estudio comparativo entre pacientes de lepra 
lepromatosa y sujetos clínicamente sanos, investigan· 
do la subpoblación de linfocitos T supresores de la re· 
acci6n inmunitari• celular, as1 como la capacidad de 
proliferaci6n de las ctlulas linfoides a la estimulaci6n 
con concanavalina A (Con A). 

Material y métodos 

Sujetos de estudio. Se estudiaron 24 pacientes de 
lepra lcpromatosa del Instituto Dermatol6gico de la 
SSA, en Guadalajara, Jalisco. La edad de los pacien
tes nucnaaba entre 20 y 70 aftos, de los c:uales 19 
correspondieron al sexo masculino y cinco al femeni· 
no. El diqn6stico clínico conespondió en 18 de los 
enfermos a lepra lepromatosa nodular y en seis a 
lepra lcpromatosa difusa. Todos ellos se encontraban 
bajo tratamiento con diaminodifenilsulfona a dosis 
de 100 mg diarios i>or tiempos que variaron entre dos 
y 15 anos. 

Obtcnci6n de dlulas mononuclca~. Se obtuvo 
sangre heparinizada (20 Ul/ml) por punción venosa, 
la c:ual se sometió a ccnlrifug•ción en un gradiente de 
ficoU-hypaque.'·' Las células mononucleares se ob
tuvieron en I• interfase de la mezcla centrifugada, y 
se lavaron tres veces con solución salina balanceada 
de Hanks (SSBH). Las células se resuspcndieron en 
medio de cultivo RPMl-1640 (Gibco), enriquecido 
con 5 por ciento de suero fetal de ternera. 

75 

Paticnts with lcproma1ous lcprosy coune with a acne
ralizcd dcpression of cellular immunity• whlch be· 
comes manifcs& among ocher thinas. by an inc:apKity to 
ract to the antiams of lttyroboctrrium lcpnic in 
blastoid transfonnation tau.:Z.J lt hu becn postu· 
la1ed that an ecquired inununolosic: toleranc:e is ra
ponsible for the laclk of resistancc lhat patients with 
leprosy have for 1his enlity,• due 10 aJtered function 
of their macrophqes to presml antiams to M. lcpnw 
adcquately 10 immunologically compe1en1 cells' and 
to the diminished cellular immune response mediatcd 
by suppressor cclls.• 

The mechanisms responsible for these alterations are 
sti1I unlknown and il is neccssary to determine Iban 
lince they are cssential 10 understand lhe immunologic 
characteristics oflcprosy. Bascd oa lhese conccpu and 
wilh lhe object or obtaining additional information 
penainina 10 lhe suppressed cdlular immune response, 
a comparative study between palienu wilh leproma-
1ous leprosy and clinically healthy individuals was 
pcrformcd, to investiga1e T lymphocyte subpopula
lion of lhe cellular immune response, as well as lhe 
capacity to proliferate of concanavalin A (Con A) 
stimulated lymphoid cclls. 

Material and methods 

Sludy subj«ts. The study compriscd Z4 patienu wilh 
leproma1ous leprosy from lhe Instituto Dermatológico 
de la Secraaria de Salud in Quadalajara. Jalisco. 'lbeir 
ages Ouctuated between 20 and 70 years and 19 were 
males, with 5 females. In 18 qf the subjects leprosy 
was or lhe nodular variety, while m coursed with the 
diffusc type. Ali of them were under treatrnent with 
diamino-diphenyl-sulfone at a dosc of 100 mg a day 
for periods varying between 2 and 15 yars. 

Obtrntion of mononuclmr ttlls. Heparinized blood 
was obtained (20 IU/ml) by vcnous puncturc and was 
ceatrifuaed in a FicoU-Hypaque gradient.'·' The mo
aoauclear ccUs were obtaincd at lhe ialerphase of lhe 
cenuifuged 111.inure, and were washed three times 
wilh Hank's balanced saline solution (HBSS). Then, 
lhe cclls werc resuspendcd in RPMl-1640 culture me
dium (Gibco), enriched wi1h 5 pcr cent calf scrum. 
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~temrin«ión de linfocitos drriWldos del timo m 
10111/a. Los linfocitos T humanos se identificaron 
por medio de su capacidad de formar rosetas con ai
uoc:i1os de ~; a estos linfoc:i1os se les denomina 
"ctlulas formadoras de rosetas E" (CFll·E) ... 11 Para 
esie objeto las ctlulas mononudearcs purif"ac:adas w 
ajustaron a una c:oncentraci6n de 2 x HJ6 por cada 
0.25 mi de medio RPMl-1640 enriquecido con S por 
ciento de suero fetal de ternera. A con1inuac:i6n, se 
les alladieron 0.25 mi de una suspensi6n de erilroc:i· 
tos de camero al 2 por dento en SSBH (v/v) Y se in· 
cubaroa 15 min a 37°C. Pos1eriormente la suspen
sión celular se centrifu16 a 100 11 duranle 10 mia, se 
llev6 a 4•c durante 18 h, se resuspendi6 el paquete de 
ctlulas cuidadosameme y se cont6 el número de 
CFR-E que tenían tres o mis eriiroc:itos de camero 
adheridos a su membrana. Finalmente se calcul6 el 
porcentaje de células viables por medio de incorpora
ción de azul tripano (0.4 por ciento) y se descartaron 
aqu~llas que incorporaron el colorante vital. 

Drtermimzción de lilifocitos T supnsoTrS (LTS). 
Tanto los LTS como los linfocitos By los mac:rófa
aos presentan receptores para el fragmento Fe de la 
inmunoalobulina G (lgG). Por lo tanto, para deter
minar ei número de L TS fue necesario purificar esta 
poblac:i6a para eliminar a los linfoci1os B y los 
macr6faaos que poseen el receptor similar para el Fe 
de la lgG. Con este objeto, se obtuvieron primero las 
CFR-E, las cuales se sometieron a un 9radiente de 
ficoll-hypaque (1 mi), lo que permitió separarlas de 
los linfocitos B y los macrófagos. Después de c:entri
fu¡ar a 200 11 durante 20 min a temperatura ambien
tal, la suspensión de ctlulas que contenían las CFR-E 
se obtuvieron ea el fondo del tubo; las células se re
suspendieroa y se lavaron dos veces con SSBH a 200 
11 durante 10 min a temperatura ambiental, y final
mente se sometieron a un choque hipotónico. Con tal 
propósito se alladieron al concentrado de dlulas c:ia
co aow de a¡ua destilada estéril durante tres se¡un
dos, e inmediatamente se resuspendieron en SSBH. 
La mezcla se centrifugó a 200 11 durante IS min a 
22ªC, y el sedimen10 celular se resuspendió en 0.25 
ml de RPMl-1640 enriquecido con suero fetal de ter
nera. A los linfocitos T se les alladió una suspensi6a 
de eritrocitos de poUo al 2 por cien10, los cuales se 
habian c:ubieno previamente con una dosis subagluti
nante de lgG antipollo; la mezcla se incubó durante 
30 a 60 mina 37°C, se centrifugó a 10011 duranle 10 
min, se repitió la incubación a 37ºC ahora por S min 
y, finalmente, el sedimento celular se llevó a 4°C du
ran1e 18 h. Después de es1e periodo se con1aron los 
linfocitos c;ue tenían adheridos a su membrana tres o 
mis erilrocitos de pollo sensibilizados con su anli· 

~1emrin111ion of 101•/ lymp/lfK]fles derillftl from tlw 
tltymus m. Human T lymphOC)'lcs were identiíied 
by their capacily 10 ronn rosenes with calf erythrc>
C)'les, whic:h were then rererred to as "E·rose&te form· 
ina cdls" (E-RFC) ... 11 To this ead, the puriíled me>
nonuclear celb were adjusted to a ccmccntraaion or 2 
x UJ6 per 0.2.5 mi of RPMl-IMO mediurn, eariched 
with S per cena fetal calf 11a11m. Thea, 0.25 mi of a 
1uspension of calf eeythroc:ytcs was added at 2 per 
cent in SSBH (v/v) and was lncubated IS minutes at 
37•c. Later the ceUular suspension was centrifupd 
al 100 a durina 10 minutes and taha to 4°C durina 
18 houn, then the packqe of cells was carefuUy re
luspended and the E-RFC whic:h had more than three 
calf erythrocytes adherina to their membrane, were 
counted. Finally, the percentqe of viable c:ells was 
calculated by means of trypan blue (0.4 per cent) and 
&hose that incorpora1ed the vital dye, were discarded. 

De1ermina1ion of suppressor T lymphocyta (STL). 
STL, B lymphoc:ytes and mac:rophqes presea! recep
tors for the Fe fra¡menl of immunoaJobulin G (laQ). 
In order to determine the number of STL it was 
nec:essary to purify this population to eliminate B 
lymphocytes and mac:rophqes possessina the same 
Fe receptor for laG. To this end, tbe E-RFL were ob
tained ftrst, by 1ubjec:tin1 tbe suspension to a FlcoU· 
Hypaque aradient (1 mi), wbicb allowed their separa. 
tion from B lymphoc:ytes and mac:rophqcs. Alter 
c:entrifu¡in¡ at 200 a for 20 minutes at room tempen.· 
ture, the suspension of cells eontainina E·RFC were 
obtained at the bottom of tbe tube and resuspended, 
washed twice wi1h SSBH at 200 a durina 10 minutes a1 
room ternperature and finally subjected to hypoaonic 
shock. Witb this purpose, to the pKkqe of cdls -
added five drops of sterile dislilled water durlna dirs 
seconds and immediately resuspended in SSBH. The 
mixture was centrifuaed at 200 a durina IS minutes at 
22°C and the ceUular sediment was resuspended in 
0.25 mi of RPMl-1640 enriched wilh fetal calf serum. 
To tbe T lymphOC)'leS was added a suspemion of 
chicken erythrocytes at 2 per c:cnt, wbicb bad pre
viously beco covered with a subqslutinatina dose of 
anti-chicleen JaG; lhe mixture was incubated dllJÜll 
30 to 60 minutes at 37•c and c:entrifupd at 100 a for 
10 minutes and inc:ubated qaiil u 37-C this time for 5 
minutes and íanally, tbe sediment was taha to 4•c 
durina 18 houn. After this period, the lymphocytcs 
which had three or more chicken erythrocytcs semi· 
tized to its 1pecific antibody, adherina to their 
membrane, were counted. With the informalif;ln ob-
1ained, the number of rosette fonnina c:ells wiah the 
sensilized erythroc)'les <T·Fc-lflG) ,.,ere determined 
per mi or in perc:enlaf1CS.1z.u 
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cuerpo especifico. Con la informaci6n obtenida 1C 

dctcnnin6 el número de ctlulas que formaron rosetas 
con los eritrocitos sensibilizados (T-Fc-laQ) por mi o 
en porccntaje.IZ.U 

Seruibiliud6n de eritrocitos de pollo con l•G •nti
pol/o. La 1,0 antipollo 1C obtuvo por el IMtodo 
descrito por Ciarvcy y col." usando para la inmuni
zaci6n de conejps una suspcnsi6n de eritrocitos de 
pollo previamente lavados con SSBH. Se preparó 
una solución de JgG antipollo que contenia 1 mg/ml 
en SSBH y se determinó su titulo de hemqlutinac:i6n 
contra una suspcnsi6n de eritrocitos de pollo al 2 por 
ciento. Para la sensibilización de los eritrocitos de 
pollo se us6 la primera diluci6n de la laO antipollo 
que no presentó hemaglutinación visible a la inspec
ci6n ocular. 

Cultivo th linfocitos para de1erminar la proliferación 
ttlular. La prueba se realizó con la suspensión de cé
lulas mononucleares que se obtuvieron después de la 
centrifugación en el sradiente de ficoll-hypaque. 7 El 
cultivo de linfocitos para medir Ja slntesis de ic:ido de
soximbonucleico (DNA) en Ja división celular se rcali
zb midiendo Ja lnc:orporación de timidina marcada con 
tritio PH-TdR) en el DNA de Ja ctlula. El mttodo 
consistió en cultivar 2.5 x JO' ctlulas en 0.1 mi de 
medio RPMl-1640 complementado con 5 por ciento 
suero fetal de ternera que contenia penicilina y 
estreptomicina.15 Las células se estimularon con dife
rentes concentraciones de Con A en volúmenes de 0.1 
mi, las cuales en estudios preliminares habían mos
trado una estimulación óptima. Después de 48 h de 
incubación a 37°C en una atmósfera de 5 por ciento 
de COi en aire, se alladió 1 \JCi/10 \JI de lH-TdR 
(metiPH-TdR, actividad especifica 1.9 Ci/mmol) y 
se continuó la incubación por 111 h mt.s. Al f"malizar 
el cultivo las ctlulas se cosecharon sobre papeles 
filtro en un microcosechador Brandel y los f"tliros se 
introdujeron en liquido de centelleo para su lectura 
posterior en un contador beta. Los cultivos se realiza
ron por cuadruplicado. Los resultados se informan 
en cuentas por minuto (cpm) que indican Ja marcara
dioactiva incorporada. 

Resultados 

Número de dl11las mononuc:leares. El número de "
lulas mononucleares periféricas de pacientes de lepra 
lepromatosa aisladas por gradiente de ficoll-hypaque 
se encontró sisnificativamente disminuido en 16 de 

!Wnsitiution o/ cltiC'lten rrytlt'OC'ytes witlt anti
dliclten l.O. Antichicken laO was obtained by the me
lhod or Ciarvey et a1.1• with rabbill immuniud by • 
1u1pen1ion or chicken erythroc:y1es previously wash
ed in HBSS. A solution was prcpared in antichicken 
1,0 containina 1 mi/mi in HBSS and iu aiter or he
maulutination wu determined qainn a 1uspension 
or chicken erylhroc:y1es at 2 per cena concentration. 
The first cliluaion was used ror ahe scnsitization or 
chicken erythrOC)'lcs or anaichicken laO ahat did not 
present visible hemauJutination on ocular inspection. 

Lymphocyte culture to deurminr cel/11lar prolifert1· 
tion. The test was perrormed wilh the suspension or 
mononuclear cells obtained after centrifugation in 
the Ficoll-Hypaque aradient.7 The culture of Jym
phocytes to measure synthesis of desoxyribonucleic 
acid (DNA) in c:ellular clivision, was perf'ormed by ahy
midine inc:orporation labeled wilh tritiwn (lH-TdR), 
in lhe DNA or the eell. The method consisted in cuJ. 
turina 2.5 x 106 ceUs in O.J mi de RPMl-1640 me
dium supplemented with 5 per cent fetal cal( serum 
containing penicillin and streptomycin.U The cells 
were stimulated with clifferent concentrations or Con 
A in volumes or 0.1 mi, which in previous trials had 
shown optima! stimulation. Arter 48 hours or incu
bation at 37•c in an atmosphere or 5 per cent COJ in 
lhe air, l iJCi/10 1 of lH-TdR (methyJ-JH-TdR spe
cific activity 1.9 Cilmmole) was added and incuba
aion was continued for 111 additlonal hours. At ahe 
end or Ibis period lhe ceUs were harvested on paper 
filters in a microharvester Brandel and the f"tlters 
were introduced in scintillation fluid for a later rading 
in a beta counter. Cultures were performed in qua
druplicate and thr results reponed in counts per mi
nute (cpm) which indicare the incorporated radioac
tive label. 

Results 

Number of mononuclear alis. The number or pe
ripheral mononuclear cells in patients with Jeproma
tous Jeprosy isolated by Ficoll-Hypaque aradient, 
was significantly diminished in 16 of th~ 24 patients 
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los 2A pacientes estudiados cuando acle compar6 con 
el ¡rupo de los suje1os sanos testi80• (P< 0.02) (cua· 
dro 1). 

studied, whcn compared with the 1roup or healthy 
control subjccts (P 0.02) (table 1). 

CUADRO l. NUMERO DE CELULAS MONONUCLEARES OBTENIDAS DE SANGRE 
PERIFERICA DE PACIENTES DE LEPRA LEPROMATOSA 
POR MEDIO DE UN GRADIENTE DE FJCOLL-HYPAQUE 

TABLE l. NUMBER OF MONONUCLEAR CELLS OBTAINED FROM THE BLOOD 
OF PATIENTS WITH LEPROMATOUS LEPROSY BY MEANS 

OF A FJCOLL·HYPAQUE GRADIENT 

Grupo 
Group 

Enfermos 
Patients 

Sanos 
Conuols 

• Medim aritmttica !. error tipg. La difermc:ia cnuc los arupos es 
sianjfiauiva (P<0.02). 

Determinación de linfocitos T totales. La determina· 
ci6n de linfocitos T por medio de la formaci6n de 
CFR-E en 14 pacientes de lepra lepromatosa mosu6 
valores significativamente disminuidos (P < 0.02) en 
relación con el grupo testigo de individuos sanos 
(cuadro II). 

No. 

24 

32 

Células/ IJ 1 
Cells/ u 1 

800 .1:.. 78° 

• Arithmetical mean ± type nTor. Thc differmtt bc1ween thc 
aroup is sianiftcant <P<0.02). 

Determina/ion of total T lymphocytes. The determi
nation of T lymphocytes by means of E-RFC in 14 
patients with lepromatous leprosy showed sisnifi
cantly diminished values (P < 0.02) in relation to the 
healthy conuol group (table 11). 

CUADRO JI. DETERMINACION DE LINFOCITOS T TOTALES 
Y T SUPRESORES EN SANGRE PERIFERICA DE PACIENTES 

DE LEPRA LEPROMA TOSA 
TABLE JI. TOTAL T AND SUPPRESSOR LYMPHOCYTE 

DETERMINATION IN PERIPHERAL BLOOD OF 
PATIENTS WITH LEPROMATOUS LEPROSY 

Grupo 
Group 

Enfermos 
Patients 

Sanos 
Conuols 

Totales 
Total 

No. .,. 

14 36 .1:.. 3 

16 54 .1:.. 2 

Media a.ri1mC1ica :.. c"or 1ipo. La difcrrncia rn1rc tos dislinlos 
pupen es sia.nific:.i.liva (P<0.01. anilisis factorial 2 x 2). 

Linfocitos T 
T lymphocytes 

Supresores 
Suppressors 

No. .,, 

8 11 .1:.. 1 

Arilhrr.nia.I mean : t)'J)C' cnor. Thc diífnmcc betvi.C"C"n 1hc 
poups is s.ignificant (P<0.01. ractorW anal)'lis. 2 x 2). 
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En11mrn1Ci6n de L ~. Los pacien1es con lepra lcpro
matosa mostraron m 1eneral un mayor número de 
LTS (T-Fc-110) que los encontrados en sujetos sa
nos. La diferencia analizada por la prueba fae1orial 
de 2 >< 2 fue 1ipüficativa IP<0.01) (cuadro 11). 

E;/«IO dr lo Con A SJObrr los /i'lfoci1os de pocirntc 
dr lrpTIZ lrpromatosa. Con obje10 de dclerminar la 
actividad de los linfocitos T de pacientes con lepra 
lepromatosa, se realizaron estudios de transforma
cibn blastoide usando para el caso la csiimuláción de 
los linfocitos T. con Con A. La estimulación de los 
linfocitos T de pacientes y 1csti1os se llevó a cabo con 
la dosis bptim• de Con A, espccificamenie 10µ1/ml 
del mitbacno. Se incluyeron los testigos apropiados 
de ambos grupos, los cuales no recibieron Con A. 
Como puede obscrvanc en el cuadro 111, los linfoci
tos de los pacientes lepromatosos reaccionan menos 
al csúmulo de Con A que los linfocitos de los sujetos 
sanos. Los resultados muestran que la incorporacibo 
de la timidina lritiada es significativamente menor 
(P<0.02) en el grupo de lepromatosos que en el de 
testigos sanos. Los datos sugieren que los linfocitos T 
de los enfermos leprosos lcproma1osos experimentan 
una alteración en su capacidad de proliferación fren
te al estimulo mitógcno. 

Ennumrrvtion o/ supprrssor T lymphOC'ytrs. In 1~
ral, pa1ienu with lepromalous leprosy courscd with 
hiaher numbcn of STL (T-Fc-110) than thosc found 
in hcalthy subjccts. Thc difference analyz.cd by lhc 
factorial 2 >< 2 test provcd to be 1i1nifican1 (P<0.01) 
(table 11). 

E;ff«I o/ Con A on lymphocy1cs from potirnts witlt 
lrpromalollS /rprosy. With the objcct or dctcnninina 
the ae1ivity of T lymphocytes from paticuts with 
lepromatous lcprosy, studics of blastoid transforma
tion werc pcrfonncd in this case by usin1 Con A to 
Slimulatc lymphocytcs. S1imulation of lymphoc:ytcs 
from pa1ients and controls was pcrformcd with opti
ma! dosc or Con A, spccifically 10/t&lml of this mi-
10,gen. Appropriate controls wcrc included from both 
,groups, which did not rcccive Con A. As can be sccn 
in table 111, lhe lymphocytes from paticnu with 
leprosy rcspond less 10 Con A slimulation than lym
phocytcs from healthy pcople. The rcsuhs show that 
tritiatcd lhymidine incorpora1ion is significantly Jow
er (P < 0.002) in the group with lcprosy 1han in 
healthy controls. Thcsc data sug,gcsl that T Jympho
cytcs of patients with lepromatous leprosy prcsent al
tered capacity 10 proliferatc whcn faccd with mito,ge
nic stimulation. 

CUADRO 111. EFECTO DE LA CONCANAVALINA A SOBRE 
LOS LINFOCITOS DE PACIENTES DE LEPRA LEPROMATOSA 

TABLE 111. EFFECT OF CONCANA VALJN A ON THE LIMPHOCYTES 
OF PATIENTS WITH LEPROMATOUS LEPROSY 

Grupo 

Oroup 

Enfermos 
Paticnu 

Sanos 
Controls 

No. 

16 

17 

• Mc:d.ia ariuntt:ica ! cnor úpo. La d.iícrencia aurc los anapos a 
liFJí..,.U,.a (P <0.02). 

Discusión 

Los resultados que aquí se presentan indican que los 
enfermos de lepra lepromatosa mues1ran una depre
sión de la reacción inmunitaria celular aunada a otras 
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Incorporación de timidina lritiada 
(CPM) 

lncorporation of tri1ia1ed 1hymidine 
(CPM) 

~s 132 ..±.. 10 294 

104 233 ..±.. 11 089° 

• Ari1hmnical media ~ 1ypc nror. The diííercncc bc'\•ttn thc 
aroups is 1ianif'"1CAnt (P <0.02). 

Discussion 

Thc rcsults prcscmed hc:re indicare that pcoplc affec:t
cd with lcpromatous lcprosy coursc with a dcpression 
of thc cellular immune response: linked 10 other altc-
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alteraciones. Asl, los enrennos leproma1osos moHra
ron una disminución en d número de c:tlulas mono
nucleares (P < 0.02) y en la proporcion de linfoci1os T 
1otales (P < 0 .02) de r.anare periímca en relación con 
los lesliaos aan05 estudiados. Adenils, el númno de 
L TS CT-Fc-1¡0) 11e encontró aumentado 1ianificativa
mcn1e (P < 0.02). Esto suaicre que en la población de 
linfocitos T 101ales predomina el número de L TS, 
que probablemente ejercen una represión de la reac
ción celular en los enfermos de lepra lcpromatosa. 

En los Pacientes lepromatosos la lransformación 
blas1oide inducida por Con A (I0¡1g por mi) es1aba 
disminuida (P<0.02), lo cual concuerda con los re· 
suhados de es1udios prcvios.2,J,16 Puede decirse que 
en los sujeios leprosos la disminución de los linfoci
t05 T totales y el aumento relativo de L TS pueden 
explicar la al1eración de la reacción linfocitaria a la 
Con A in llitro; además, eiúste una' marcada tenden
cia a la proliíeraci6n C"Clular disminuida, SCl!uramente 
por la disminución en la proporción de linfocitos T 
que reaccionan al mitógeno y que refleja actividad al
terada a nivel de los linfocitos T efectores circulantes. 

Las células supresoras parecen actuar por medio de la 
interacción célula T suprcsora-macrófago-células T y 
B efectoras; esta estrecha relación se efectúa por re
conocimiento de receptores espcdficos de superficie 
y producción de linfocinas.17,11 La actividad primor
dial del macrófago cuando ha sido activado por lin
focinas es presentar el antígeno a los linfocitos y 
desuuir a M . leprac. El macrófago puede tener tambien 
una función importante como c:élula supresora, 1~22 
cuando lo estimulan micobactcrias, mediante libera
ción de factores solubles supresores como las mananas 
y las prostaglandinas;21 así, se ha enconuado que al 
eliminar al macrófago de algunos cultivos se puede 
restituir la reacción al rnitógeno. La acción supresora 
puede deberse a que libera factores supresores o que 
deja de liberar factores cooperadores, como sucede 
en condiciones normales. 

Se ha encontrado que existe deficiencia en la libera
ción de factores del crecimienlo para linfocitos T 
(interleucina-2, IL-2) en ratones Jeprosos.2l En estu
dios preliminares en el laboratorio de Jos autores se 
ha encontrado que existe deficiencia en Ja producción 
de IL-2 en enfermos de lepra lepromatosa. La impor
tancia de las interleucinas radica en Jos efectos bioló
gicos que ejercen sobre la reacción inmunitaria celu
lar y en sus propiedades que Ja hacen potencialmente 
un arma terapéutica y de diagnóstico .lA-26 

En conclusión, Jos enfennos de lepra lepromatosa 
presentan un número significativamente suJICrior de 

'--------------·-- - -·- -

ra1ions. In lhis Kries patienls showed a diminished 
number of mononuclcar cells ( P < 0 .02) as well as a 
proponion of 101al T Jymphocyics (P< 0.02). In pe
ripheral blood in relation to the heal1hy conuols in 
lhe study. Besida, lhe number of STL (T-Fc-1,0) 
appcated sianificanlly hi1her ( P<0.02). lbis suuesu 
lhat 1he total T lymphocyte popula1ion prevails ovcr 
the number of STC, which probably exen repressive 
cellular responses in patients wilh leproma1ous le
prosy. 

In patients wilh leproma1ous leprosy, lhe blastoid 
lransforma1ion induced by Con A (IOua per mi) was 
diminished ( P < 0.02), which is in kceping wi1h prc
vious srudies.2.J,16 h can be said that in leprosy the 
diminished total T lymphoc)'les and lhe relativc in
crcase or sn... are capable of cxplaining lhe altcrcd 
lymphociúc response 10 Con A in viuo; thcre is, besidcs, 
a marked tendency 10 diminishcd cellular prolifera
lion, due most assuredly 10 1he diminished propor: 
1ion of T Jymphocytes which respond to lhe rni1ogen 
and which reflccts an altered activi1y a1 the leve! oí 
circulating effcctor T Jymphocytes. 

Supprcs.sor cells secm to act lhrough in1eraction: sup
prcssor T ccll mac:rophage and B eff c:ctor celJ; lhis 
light relation comes about wilh lhe rccogni1ion of spe
c:ific surfacc reC"Cplors and wilh lhe production of lym
pholúnes.11,11 The primordial activily of macrophages 
when activated by lymphokines is to prcscnt the anti
gcn to the lymphoc)'le and 10 dcsuoy M . leprae. The 
mac:rophage can play an important pan as a supprcssor 
ce1J9.Z:: when s1imula1ed by mycobac1eriac 1hrough 1he 
libcration or soluble suppressor fac1ors such as ma
nanas and prostaglandins;21 il has bcen found tha1 by 
elirninaúng the macrophqe from cenain cultures it is 
possible to reslitute the respon~ to 1he mi1ogen. lbe 
suppressor action could be due to lhe liberation of 
suppressor factors or to thc laclc or relcase of coope
ratina factors as occurs under normal conditions. 

lt has been found that lhere is a deficiency in the re
lease of T lymphocyte growth factor (interleukin 2, 
JL 2) in leproma1ous mice.2l Prcliminary studies in 
this Jaboratory have shown that there is a deficiency 
of IL 2 in patients wilh leproma1ous lcprosy. The im
ponance of in1erleukins s1ems from the biological ef
fects lhey ei1en on the cellular immune response and 
on their propenies, "''hich potentially conven 1hem 
into 1herapeutic and diagnostic 1ools.~•.21> 

In conclusion, patients "'ilh lepromatous Jeprosy 
coursc wilh a significantly more elcvated number of 
suppressor T lymphocytes 1han 1hose pre~ent in clini-
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linfocitos T 1uprnorn que loa dctenninado1 en suje
tos cUnicamenlc unos. )' que podrtan ser los ~uun
tes de la transformaQbn insuíac:ien1e de 1us ctlulas 
linfoides al estimulo mi101eno de los linfocitos T. 
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ence of endosymbionts. Third, M. /eprae 
may itselfbc an endosymbiont. 

In view ofthese possibilities, it would be 
ofinterest to examine protozoa in those en
vironments where the earth-burrowing ar
madillos have bcen infected with M. /eprae, 
as well as to attempt the infection ofvarious 
protozoa with this pathogen in the hope of 
developing a "cell line" for drug-resistance 
studies and large-scale propagation. 

-John M. Grange, M.Sc., M.O. 
-C. Ann Dewar, M.1.Biol. 

Cardiothoracic lnstitute 
Unii·ersity qf London 
Fulham Road 
London SW3 6/IP, U.K. 

-Timothy J . Rowbotham, B.Sc., Ph.D. 
Pub/ic llea/th Laborator.v 
Bridle Patlr 
York Road 
Leeds LSJ5 7TR. U.K. 
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Deficiency in the Biosynthesis of lnterleukin 2 (IL-2) 
and Functional Presence of the IL-2 Receptor 

in Lepromatous Leprosy 

To THE EDITOR: 

Patients with lepromatous leprosy (LL) 
have a depressed cellular immune capacity 
to respond to antigens from Mycobacterium 
/eprae, a reduction in effector and helper T 
cclls, and an increase in suppressor T cells 
(2· • . 11 • •~) . A reduction in the synthesis of 
interleukins has bccn postulated in sorne 
murine models (9). In man, it has bcen shown 
that upon the addition of interleukin 2 
(IL-2) to cultures of lymphocytcs from pa
tients with LL, thesc lymphocytes recover 
their capacity to proliferate (7· 1 ). However, 
in another paper ( 12) it has bcen pointed out 
that this phenomenon docs not occur. 

We rcport here the rcsults ofa study look
ing for the production of IL-2 by lympho
cytes from patients with LL, and the func-

tional presence of IL-2 rcceptors on their 
lymphocytes. 

Study subjects. Twenty patients, 11 men 
and 9 womcn, from the Instituto Derma
tológico al Guadalajara, Jalisco, México, 
wcrc diagnosed as having nodular LL ac
cording to intemational criteria ( 1•). Ali pre
sented positive bacilloscopy, and ali rc
ceived an irregular trcatment of 100 mg of 
dapsone (diaminodiphyenyl sulfone) per 
day. The length oftrcatmcnt ranged &om 2 
to 1 5 years. Fourtcen patients werc studicd 
for the biosynthesis of IL-2 by T lympho
cy~es obtained from peripheral blood, and 
the functional prcscnce ofthe IL-2 receptor 
on T lymphocytes was studicd in 6 patients. 
Controls consisted of 14 unrelated healthy 
subjccts for the first study and 6 apparently 
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normal subjects for the second, ali matched 
for sex and age as much as possible. 

Mononuclear cells. Heparinized blood (20 
JU/mi) was obtained from each subject by 
venipuncture. Afier the blood had been cen
trifuged on a Ficoll-Hypaque gradient (3· 'º) 
at 400 x g, the mononuclear cells were re
covered and washed three times with Hanks' 
balanced sall solution (HBSS). The cells were 
then resuspended in RPMI 1640 culture 
medium (GIBCO, Grand Island, New York, 
U.S.A.) supplemented with S% heat-inac
tivated fetal calf serum, 2 mM glutamine, 
1 mM sodium pyruvate, 0.1 mM nonessen
tial amino acids, IO mM HEPES, S x 10- 5 

M 2-mercaptoethanol, and penicillin 100 
U/mi and streptomycin 100 µg/ml. 

Biosynthesis of IL-2 by T lymphocytes. 
To 2 x 10' mononuclear cells for culture 
(which included T lymphocytes), 10 µg/ml 
of concanavalin A (ConA) was added. The 
cultures were incubated for 48 hr at 3 7ºC in 
a mixture of 9S% air and S% C02 • There
after, each supernatant was assayed for 
IL-2 activity (5). 

IL-2 activity assay. The assay method u sed 
was that described by Gillis (5• 6). In brief, 
a cytotoxic T-cell line (CTLL-2) obtained 
from CS7BU6 mouse spleen was main
tained in culture for long periods through 
the use of T-cell growth factor (IL-2) (5). 

These cells were washed in HBSS, resus
pended in 0.1 mi of culture medium in a 
concentration of 1 x 104 cells, and added 
to cach well ofa 96-well microplate (Costar 
3S96, Cambridge,.Massachuseus, U.S.A.). 
Serial dilutions ofthe supematants (0.1 mi) 
from the ConA-stimulated T-lymphocyte 
cultures were added to these cells with alpha 
methyl mannoside at a final concentration 
of 0.1 M, and incubated for 24 hr under 
cullure conditions. Thereafter, each well was 
pulsed with 1 µCi oflH-thymidine (specific 
activity 6.7 Ci/µmole; New England Nucle
ar, Boston, Massachusetts, U.S.A.). After 
18 hr ofincubation, the cells were harvested 
and the incorporation of 3H-thymidine was 
measured in a beta counter (Packard). 

Functional presence of IL-2 receptors on 
the surface of T cells. To test the presence 
of IL-2 receptorS' on the surface of T cells 
from LL patients and controls which had 
been previously stimulated by ConA for 72 
hr (activated T cells) ( 1), these cells were 

harvested, washed twice in HBSS, and 
placed in a 96-well microplate at a concen
tration of 1 x 1 o• cells (0.1 mi) per well and 
al a final concentration of 0.1 M alpha 
methyl mannoside. Serial dilutions of com
mercial purified IL-2 (Sigma Chemical Co., 
St. Louis, Missouri, U.S.A.) or of IL-2-en
riched supematants from cultures ofWistar 
rat spleen cells which had been stimulatcd 
with ConA were added to the microplate 
(0.1 mi per well). After 24 hr of incubation 
under culture conditions, each well was 
pulsed with 3 H-thymidine as described 
above. The cells were harvested 18 hr later, 
and the incorporation of 3 H-thymidine was 

· measured ('· 15). The data obtained were 
analyzed by the Student's l test. 

Resuhs from the 14 LL patients in whom 
biosynthesis of IL-2 was looked for are ex
pressed in Table 1. lt can be seen that the 
production of IL-2 by previously ConA
stimulated T lymphocytes from LL patients 
was significantly diminished comparcd with 
those from a healthy subject control group 
(p < 0.001). 

Table 2 shows the result of adding IL-2 
supernatants from rat spleenocytes or com
mercial purified IL-2 to previously ConA
stimulated T lymphocytes from LL patients 
in arder to show the receptor for IL-2. Such 
T lymphocytes showed a lower incorpora
tion of 3H-thymidine when they were pre
viously stimulated with ConA (mean 
24,871) compared with a heahhy subject 
group (mean 7S,686) (p < 0.01). Although 
both groups of T cells produced IL-2, the 
amount produccd by those from LL patients 
was significantly lower than the amount 
produced by those from normal subjects. 
However, when these T-activated lympho
cytes in both groups (LL patients and con
trols) were supplemented with exogenous 
IL-2 added to the ccll cultures, the cells from 
LL patients showcd normal activity (mean 
10,3S2) whcn comparcd with controls 
(mean 9198). 

It is imponant to point out that thc num
ber of cells tcstcd in thc second pan of 1his 
experiment was lowcr (1 x io• cells) than 
in the first pan (2 x I05 cells); this fact 
explains why lhc counts per minute (cpm) 
were lower in 1his second pan. 

The group of 20 LL pa1icn1s rcprese.nts a 
heterogeneous group. Howcver, when ~bese 
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TABLE l. Stimulation of CTLL-2· cells 
by interleukin-2 present in the culture su
pernatants of T lymphocytes activated with 
ConA from patients with lepromatous lep
rosy and healthy subjects. 

patients were diagnosed ali had a positive 
bacilloscopy and a biopsy with a heavy load 
of bacilli. Treatment with dapsone was 
started once they were diagnosed but, un
fort una tely, as frequently happens, the 
treatment was not followed in a regular 
manner. For this reason, bacilloscopy re
mained positive in ali of them for a period 
of treatment as long as 15 years. Also for 
this reason, it is difficult to determine the 
action dapsone could have played (if any) 
in modifying the immune ·response of the 
host. 

Counts per minute from 

Experi- Cells plus Cells stimulated with 
IL-2 supcmatants mentb mcdium 

(back· 
ground) 

1 3.966 
2 3,498 
3 2,230 
4 1,786 
s 3,699 
6 3,894 
7 5,870 
8 5,491 
9 4,543 

10 4,220 
11 4,512 
12 5,S43 
13 5,810 
14 5,S40 

LL 
patient~ 

4,488 
4,336 
4,745 
3,794 
J,184 
J,2S4 

27,406 
11,261 
2,031 
J,S05 
S,014 
6,50S 
S,045 
S,306 

Hcalthy 
subjccts 

31,336 
21,(i63 
14,106 
20,S76 
12,180 
9,168 

37,56S 
38,430 
16,293 
16,200 
11,485 
20,530 
21,S70 
22,333 

In the 14 cases studied, the T lympho
cytes ofLL patients exhibited reduced levels · 
oflL-2 activity. These data suggest that the 
T cells of the patients may ha ve an altera
tion in the biosynthesis of IL-2, confirming 
previous results from Nogueira, et al. (u). 
This may explain the inability ofthese cells 
to adequately proliferate afier stimulation 
with mitogens and their inability to help in 
the control of M. leprae infection. 

• Cytotoxic T-lymphocyte line-2 (CTLL-2) from 
spleen of C57BU6 mice 10,000 per culture in 0.2 mi 
medium. 

1t has been reported in specific systems 
('· 1 ) that when IL-2 is added to T-cell cul
tures stimulated with M. leprae the cells re
gain their full capacity to proliferate. On the 
other hand, Mohagheghpour, et al. (12) re
ported that when exogenous IL-2 is added 

• The dilution in which the maximum IL-2 activity 
was present was 1 :256 for ali the expcriments. 

• Significanlly less than healthy subjects, p < 0.001, 
Student"s t test. 

TABLE 2. Presence of IL-2 receptor on previously ConA-stimulated T lymphocytes ob
. tained from LL patients. 

Counts per minute of 

Diagnosis 

LL 
LL 
LL 
LL 
LL 
LL 
Mean± S.D. 
Healthy 
Healthy 
Healthy 
Healthy 
Healthy 
Healthy 
Mean± S.D. 

Medium 
(unstimulated) 

826 ± 6S 
1,447 ± 325 
l,3S7 ± 231 
1,531 ± Sl4 
l,S94 ± 2S2 
l,S69 ± 20S 
1,387 ± 288 
1,273 ± 44 

924 ± 219 
2,246 ± l,6SI 

927 ± 118 
519 ± 74 
643 ± 12 

1,089 ± 780 

ConA-stimulated 
T lymphocytes" 

32,100 ± 3,440 
IJ,S04 ± 2,444 
22,9S9 ± 5,002 
39,878 ± 3,590 
28,801 ± 1,82S 
11,987 ± 9S8 
24,871< ± 10,879 
74,396 ± S,904 
6S, 730 ± 3,S04 
S6,041 ± 7,044 
71,042 ± 2,511 
58,584 ± 3,001 

128,291 ± S,544 
75,680 ± 26,713 

• 2 x 10'/0.2 mi lymphocytes were used for these experimenta. 
• 1 x 10"/0.2 mi lymphocytes were used for these experiments. 

Medium 
(not supplemented) 

664 ± 120 
238 ± 53 
617 ± 32 • 
410 ± 206 
3S6 ± 91 
S35 ± 132 
470 ± 163 

1,064 ± 154 
864 ± 207 
S50 ± 118 
421 ± 122 

1,228 ± 108 
909 ± 63 

839.5 ±JOS 

< Significanlly less than healthy subjects, p < 0.001, Student's t tesL 
• No signilicant dilference from healthy subjects. 

ConA-activated 
T lymphocytes• 

supplemented with 
ellCJFnOUS IL-2 

16,035 ± S52 
14,386 ± 2S4 
6,176 ± 580 
6,374 ± 7SO 
8,071 ± 1,040 

10,876 ± 474 
10,352"' ± 4,139 
IS,376 ± 340 
8,573 ± 349 
7,155 ± 900 

15,079 ± 278 
7,042 ± 278 
1,964 ± 105 
9,198 ± 5,182 

°2 Lf 
\ 
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to T-cell cultures stimulated with M. /eprae, 
they do not regain their capacity to prolif
erate because they lack the IL-2 receptor. 
Here, in another system, we have studied 
the functional presence ofthe IL-2 receptor 
on ConA-activated T cells from LL pa
tients, and we have demonstrated that the 
addition of exogenous IL-2 to cell cultures 
did, indeed, restare adequate proliferation 
ofConA-stimulated T cells, thereby imply
ing that the IL-2 receptor was present and 
functioning on the surface of the LL pa
tients' cells. 

Finally, in 3 LL patients with type 2 re: 
action, in which ali ofthe above-mentioned 
experiments were done, their ConA-stim
ulated T cells were incapable of responding 
to the addition of exogenous IL-2, suggest
ing that in this particular case (leprosy re
action) the receptor far IL-2 was absent or 
not functioning. More work is in progress, 
however, in order to test if this last state
ment is true or not. 
-Alfonso Enrique Islas-Rodriguez, M.Sc. 

-Roberto Morales-Ortiz, M.O. 
-Mary Fafutis-Morris, M.T. 

-Amado González-Mendoza, M.O. 
-Liberado Oniz-Ortiz, Ph.O. 

Instituto de Patologia 
Infecciosa y Experimental 
de la Universidad de Guada/ajara 

Calle Hospital 278 
Sector Hidalgo 
44280 Guada/ajara, Jalisco, México 
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Detection of lnterleukin-2 Receptor (IL-2r) 
by lndirect lmmunofluorescence with Anti-Tac 

Monoclonal Antibody on the Surface of T Lymphocytes 
from F?atients ~ith_ Leprom~tous Leprosy ._. 

To THE EDITOR: 

We have recently published that lympho
cytes froin patients witlJ lepromatous lep
rosy (LL) stimulated with concanavalin A 
(ConA) are deficient in the synthesis of in
terleukin-2 (IL-2); however, the cells pos
sess receptors for IL-2 (IL-2r) in such a 
manner that when activated lymphocytes 
are cultured in vitro and exogenous IL-2 is 
added, tlley recover their capacity to pro
liferate as demonstrated by tlle incorpora-

tion of tritiated thymidine (3). A demon
stration ofthe physical presence oflL-2r on 
the surface ofT lympbocytes activated with 
pbytohemaglutinin (PHA) by means. of in
direct immunofluorescence (llF) usmg an 
anti-Tac monoclonal antibody (•· 1 • 9• 11 ) is 
rcported bere. (The anti-Tac monoclonal 
antibody was kindly provided by Dr. T. A. 
Waldman:n, Metabolism Branch, ~ational 
Cancer Institute, National Institutes of 
Health, Bethesda, Maryland, U.S.A., and 
we thank him for bis courtesy.) 
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Five womeÍl 
0

k~(C:igbi m~ between th~ 
ages of 20 and • ·O years old were stud.ied at 
the Instituto r: ermatologic:o de Guadala
jara, Jalisco, M~xi®. Ali ofthem had nodu
lar or ~.0U:;:;a.PoSitiye'baCiJioscopy, 
and had bec:\i1 iCCeiVing .irregular treatment 
with 100 mg of dapsone daily for from 2 to 
15 years. The control group consisted of 
eight healthy persons, ofsimilar sex and age, 
not relate(Mo;Ui~¡)atients:~irii':' . 

The monon'1clear cells from beparinizcd 
venous blood· were obtained by meaos of 
Ficoll-Hypaqlie and resuspended in RPMI 
1640 medium suppJe¡pented with 10% fetal 
calf serum (>). 'Ilie JL-2r was studied and 
detected by JlF (~) on the membr;me oftbe 
lymphocyteS using as.ti-Tac monoclonal an
tibody; fOr this purpose two g;roups of cells 
were studied- .Jbe first group (To) c:orre
sponds to lymphocytes without any stim
ulation; the second group (T n) consisted of 
lymphocytes previously activated with PHA 
for 72 hr. Cells (1 x 106) obtained from 
experiments To and T n were incubated for 
30 mio at 411C With anti-Tac monoclonal 

i -!"·.;.-:-,.¡..;¡; ... : •• .;..:.. --·-

.Tm FIOUU. Tac+ cdhi ~by~ un~ 
m\znolluorescence. Anti-Tac nvxiodom• anlllloclicS~ 
bound Jo 11..-lr and demo~ by ll~t anli-
mouse JgG anti~es. · 

antibody dilu~ 1 :500. The cells were tben . . . . . . . 
. ~.w.ashed..and..qaiJLJJi~t>aiw.for:30;,¡pjn-at~~OO-~lls-and'the'~t<ofTac+"aUS ·· ~:= 

4°C with anti-mouse IgGantibody labeled waisc::IÍI<:"1atedforeachof1hestudiedgroups. 
witb ftuorescein isothiocyanate (FITC) (Sig- The data obtained by llF show thilt both 
ma Chemical Co., St. Louis, Missouri, the cells from the group ofLL patients and 
U.S.A.), and were analyzed by ftuoresccnce those ofthe control group n.:>tactivated with 
micros:"-Opy. Data were obtained by count- PHA(To) badpracticaUynoT~+ cells(Tbe 

THE TABLE. Presence of IL-2r on the surface of T /ymphocytes by IIF with anti-Tac 
antibody. 

J .2 ., .. 
3 
4 
s 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
~±s.p. 

LL cases (N - 13) 

TO" 

1.0 
...... ·· .· ,,. .. 1,0 . "'">'···"'· 

l.S 
4.7 
6.4 
0.6 
o.o 
1.0 
0.9 
o.o 
1.0 
0.9 
o.o 

1.3 :1: 1,..8 

72.0 
. !53,l: . ... . . 
Sl.I 
57.9 
22.2 
69.3 
70.2 
64.8 
80. 1 
63.0 
62.0 
69.3 
S3.0 

60 .. 0:1: 13,4• 

eoiatro1 poup <N - •> 
TO" . 

o.o 
o.o 
3.0 
o.o 
2.0 
1.0 
0.3 
2~ 

1.04 :1: 1.08 

7(1.3 
60.0 
10.0 
64.4 
54.7 
51.4 
76.8 
65.0 

~s.3 ± 9.4• 

• M9DOa~ ~ rrv.D ~ bl~ wa hÚl U. ~~ts andCoiurols wi~ -uli. · 
• Mononµc:le¡u- oells ~ 72 hr 'W.Ídl J'HA (10 ,.tml). 
• Dill'~ IDOl Aatiatic.iJY ~t; S~t'a t lelL 
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Table). However, in both groups after ac
tivation wi1h PHA for 72 hr (T 7z) the per
centages were 60.8 ± 13.4 for cells from LL 
subjectsand6S.3 ± 9.4fortheconttolgroup. 
These results were not diJferent statistically 
when an independent Student's t test was 
performed._. ... ,. .. ._ .... , .. 

This study demonstrates the pbysical 
presence of 1he IL-2r by the speci.fic union 
of anti-Tac monoclonal antibodies to the 
55-kDa chain ofthe high-affinity IL-2r (6-9), 
and confirms that T cells ofLL patients truly 
p05sess: ~~ii"üt.;&re; mcaii&&Ie 'ór proi.ir~' 
erating adequately due to 1he deficiency of 
IL-2 biosynthesis (2-4). lt should be men
tioned that Mohagheghpour, et al. found 
similar results using ConA (5), but the per
centages of T cells expressing IL-2r (Tac+) 
were lower 1han those found by us; this dif
ference is probábly dueto thefact that-EHA 
is a better inducer of IL-2r ( 11). 

-Mary Fafutis-Morris, M.Sc. 
Silvia Mejia-Arreg.:.iu. M.T. 

Amado Gonzalez-Mendoza, M.D. 
Unidad de Investigacion 

Biomedica .de Occidenze , 
'""·'·~ -íns11tútO'M'Sxlean'<Tderse-güfü'--SPi:iiií"·-'"'··· 

Division de Palologia ExperimenJa/ 
Sie"a Mojado 800 
Guadalajara, Jalisco, Me.xico 

--R~berto Morales-Ortiz. M.D. 
Instituto Dermatologico de 

Guadalajara SSA 
Guada/ajara, Jalisco, Mexico 

.............. :.:.:A1f~ñ5o Islas-RodrlB\iez, M.Sc. 

Instituto de Pa1ologia Infecciosa 
y Experimental 

Universidad de Guadalajara 
Guadalajara, Jalisco, Mexico 
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Response to Phytohemagglutinin of LL Patients' 
Lymphocytes Preincubated in Culture Media 

To THE EDITOR: 

Patients with leprosy present a well
known, wide spectrum of clinical manifes
tations (1). Recently, we have published that 
lymphocytes from lepromatous (LL) pa
tients stimulated with T mitogens are de
ficient in the syntbesis ofinterleukin-2 (IL-
2). However, the cells possess receptors for 
IL-2 (3· 4 ). Mohagheghpour, et al. (6) have 
published that the failure ofT lymphocytes 
from LL patients to respond to Mycobac
terium leprae was associated with the de
fective expression ofIL-2 receptors, and that 
this deficiency was not corrected by exog
enOUJi IL-2. Later, tbey reponed(') that when 
T lymphocytes from LL patients were prein
cubated in culture media for 48 hr and then 
stimulated with specific antigen, the cells 
recovered their ability to proliferate. 

According to the above, we wondered if 
T cells from LL patients were also able to 
recover their capacity ofproliferation when 
they were preincubated in culture media and 
then stimulated with a nonspecific T mi
togen, such as phytohemagglutinin (PHA). 

Study subjects. Based on Mohaghegh
pour, et al. 's patients' classifications (5) as 
"responders" and "nonresponders," we 
tested 23 patients (8 "responders" and 15 
"nonresponders") from the Instituto Der
matologico at Guadalajara, Jalisco, Mexico, 
diagnosed as having LL according to inter
national criteria ('). 

Mononuclear cells. Heparinized blood 
(20 IU/ml) was obtained from each subject 
by venipuncture. After centrifugation on a 
Ficoll-hypaque gradient (1), the mononucle
ar cells were recovered and washed. The 
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THE TABLE. Response to phytohemagglutinin of LL patients' /ymphocytes preincubated 
in culture media. 

Nonprcincubated lymphocytes Preincubated lympbocytes 

Acpm• SI" /\cpm• SI• 
(mean ± S.D.) (mean ± S.D.) 

Nonresponders 
1,592 ± 91 1.0 l,SSJ ± 541 1.9 
6,409 ± 212 1.0 7,734 ± 349 1.2 

16,295 ± 2,400 3.4 18,606 ± 2,294 2.9 
14,193 ±JOS 2.7 17,013 ± 4,512 2.9 
14,643 ± 644 3.2 9,485 ± 285 1.0 

4,912 ± 1,013 J.2 17,934 ± 1,742 10.J 
2,845 ± 324 2.7 1,780 ± 190 2.4 
1,417 ± 190 1.8 5,350 ± 110 3.7 
7,853 ± S8 1.1 15,641±192 3.8 
1,415 ± 239 1.0 7,961 ± 452 1.2 

11,424 ± 1,654 4.3 16,145 ± 1,686 5.2 
10,404 ± 514 3.9 20,072 ± 2,093 6.3 
10,560 ± 789 4.2 S,911 ± 193 4.4 

1,361 ± ISJ 2.s 3,359 ± 341 5.6 
15,803 ± 1,059 5.1 2,850 ± 186 1.4 

Mean± S.D. 8,479 ± 647 2.8 10,096 ± 1,011 3.6 

Responders 
25,296 ± 2,228 5.2 27,865 ± 228 4.8 
18,897 ± 162 14.S 26,899 ± 2,514 23.7 
36,860 ± 3,069 29.J 56,069 ± J,245 35.4 
72,312 ± 3,051 3S.1 84,721 ± 238 39.0 
30,288 ± 2, 189 21.7 47,339 ± J,609 36.3 
17,682 ± 519 7.0 26,921 ± 2,980 7.0 
39,286 ± 1,194 28.0 52,776 ± 2,180 33.8 
28,410 ± 1,798 27.J 7,667 ± 741 4.1 

Mean± S.D. 33,628 ± 1,776 21.0 41,282 ± 1,966 23.0 

• /\ cpm - Incrcase of couñts per minute of nonstimulated cells to counts per minute of stimulated cells in 
culture. 

•SI - Stimulation index (ratio bctween stimulated and nonstimulated cells in culture). 
No significant dilferences between responses of nonpreincubated and preincubated lymphocytes werc found. 

cells were then resuspended in RPMI 1640 
culture medium (Sigma Chemical Compa
ny, St. Louis, Missouri, U.S.A.) and sup
plemented as previously reported (4). 

Lymphoproliferation assay. To 2 x 10' 
mononuclear cells, 10 µg/ml PHA or sup
plemented RPMI 1640 medium was added. 
The cultures were incubated for 48 hr at 
37"C in a mixture of 95% air-5% C02 • 

Thereafter they were pulsed with 1 µCi 3H
thymidine (specific activity 6.7 Ci/µmole; 
New England Nuclear, Boston, Massachu
setts, U.S.A.). After 24-hr incubation, the 
cells were harvested, and the incorporation 
of3H-thymidine was mcasured in a Packard 

-beta counter (4). 

Preincubation. Simultaneously, 2 x 10' 
mononuclear cells were incubated for 48 hr 
at 37"C in a mixture of 95% air-5% C02 • 

Thereafter they were assayed for lympho
proliferation as mentioned above. 

The results from the eight patients ofthe 
"responder" group showed that in 2 (pa
tients nos. 2 and 5) of the 8 patients the T 
cells increased their proliferation capacity 
(fhe Table). On the other hand, T lympho
cytes from only 1 (patient no. 6) of the 1 S 
LL patients of the ••nonresponder" group 
did not recover that capacity. 

Mohagheghpour, et al. (') have shown that 
the inability ofT lymphocytes from LL pa
tients to proliferate in response to specific 
antigen was reversible if the cells were 
preincubated in culture medium alone for 
48 hr. This fact suggests that in those con
ditions an excess of M. leprae antigen is 
released or that the a:ll surface receptors are 
re-expressed. Based on this study ('), we tried 
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to ascertain whether the inability ofT lym
phocytes from LL patients to proliferate in 
response to PHA stimulation was also re
versible by preincubating those cells. 

This hypothesis was not confirmed; our 
results showed that in only 3 of23 cases did 
T lymphocytes from LL patients recover 
proliferation capacity. These results are not 
in contradiction with those obtained by Mo
hagheghpour, et al. who used specific anti
gen for proliferation of T cells. They only 
show that PHA cannot induce proliferation 
under the above-mentioned conditions, that 
perhaps the failure ofT lymphocytes to re
spond to the mitogen stimulus is due to in
adequate calcium metabolism, T-cell cycle 
and IL-2 synthesis (8) and not to the steric 
obstruction ofthe receptor to PHA with M. 
leprae antigen. 

-Mary Fafutis-Morris, M.Sc. 
Femando Alfaro-Bustamante, M.Sc. 

Amado Gonzalez-Mendoza, M.D. 
Roberto Morales-Ortiz, M.D. 

Alfonso E. Islas-Rodríguez, M.Sc. 
Centro de lnvestigacion 

en lnmunologia y Dermatologia 
Universidad de Guadalajara 
Apartado Postal 51-189 
Col. Las Aqui/as 
Guadalajara, Jalisco 45080, Mexico 
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Recognition of Mycobacterium leprae Antigens with 

Antibodies Present in Sera from Patients with 

Lepromatous Leprosy1 

Alfonso E. Islas-Rodríguez, Cecilia M. Guillén-Vargas, 
Mary Fafutis-Morris, Fernando Alfaro-Bustamante, 

Roberto Morales-Ortíz, Amado Gonzalez-Mendoza, and 
Iris Estrada-Parra2 

As has been described in the literature (6 ), 

there are a great many antigcns obtained 
from Mycobacterium leprae with diffcrent 
biochemical compositions that are recog
nized by antibodies from paticnts with lep
rosy or that inhibit the function of human 
T lymphocytes (2· 5 ). One of these antigens 
is phenolic glycolipid-1 (PGL-1) (" 18) which 
appears to be significant in thc diagnosis of 
the multibacillary lepromatous form oflep
rosy but not of the tuberculoid form (15). 

Recently, SDS-PAGE and Western blot 
techniques have been used as methods for 
obtaining a marker ofthe disease, using the 
antibodies present in the sera from leprosy 
patients to study the recognition of M. /ep
rae proteins (3· 8 • 15). One practica) approach 
to the use of these markers should be to 
ascertain when a household contact subject 
is at risk of becoming infected and then 
moving to the lepromatous or tuberculoid 
type of the disease. 

Here we repon, using a sonic extract of 
M. /eprae in SDS-PAGE and Western blot 
techniques, the presence ofantigenic mark
ers for lepromatous leprosy cases, for their 

' Rcccived for publication on 7 July 1992; acceptcd 
for publication in revised form on 20 January 1993. 

2 A. E. Islas-Rodríguez, M.Sc.; C. M. Guillén-Var
gas, M.T.; M. Fafutis-Morris, M.Sc.; R. Morales-Ortiz, 
M.O.; A. Gonzalez-Mendoza, M.D., Centro de Inves
tigación en Inmunología y Dermatológia, Universidad 
de Guadalajara/Instituto Dermatológico de Guadala
jara (SSBS), Apartado Postal Sl-189, Colonia Las 
Aguilas, 45080 Guadalajara, Jalisco, México. F. Al
faro-Bustamante, M.Sc., Dirección de Desarrollo Aca-

- démico, Universidad de Guadalajara, Guadalajara, 
Jalisco, México. l. Estrada-Parra, Ph.D., Laboratorio 
de Inmunología Molecular 11 del Departamento de In
vestigación de la Escuela de Ciencias Biológicas del 
Instituto Politécnico Nacional, México, D.F., México. 
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contacts, and for normal subjects using the 
frequency analysis described by Larralde, et 
al. ('º). 

MA TERIAl.S AND METHODS 
Subjects (sera). Twenty-one patients ( 1 O 

males, 11 females) between the ages of 20-
65 years from the Instituto Dermatológico 
at Guadalajara, Jalisco, México, were di
agnosed as having lepromatous leprosy ac
cording to international criteria (13). Ali of 
them received an irregular treatment of 100 
mg ofdapsone per day. The length oftreat
ment ranged from 2 to 15 years. 

Sera were obtained from the 21 patients 
by venipuncture. Sera were also collected 
from 19 contacts ofthe patients as a second 
study group ( 1 O males and 9 females be
tween 20 and SO years old). The control 
group consisted of20 clinically normal sub
jects, ali matched with the two study groups 
for sex and agc as much as possiblc. Ali sera 
were divided into three parts and frozen at 
-20"C until used. 

Antigens. Sonic extracts of M. /eprae 
from armadillo were prepared according to 
the Drapcr protocol (17). Briefty, the splcen 
of armadillos infected 1 year before with a 
human leproma were obtained, homoge
nized, rcsuspcnded in DNAse buffer solu
tion, and purified in Pcrcoll gradients. Fi
nally, the purified bacilli obtained wcre 
sonicatcd at 100 W, ccntrifuged at 10,000 
x g, and the soluble supematant adjusted 
to 1000 µg/ml of protcin by the mcthod of 
Lowry, et al. ( 12). 

Western blots. The sonic extracts were 
fractioncd in 10% SDS-PAGE undcr reduc
ing conditions (9) at 1 SO V for 60 min using 
Bio-Rad minigel equipment (Bio-Rad Lab-
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F10. l. Western blots of sera from patients witb lepromatous leprosy, their contacts, and normal subjects 
reacting with sonic extrae! of M. /eprae. 

oratories, Richmond, California, U.S.A.). 
The fractioned proteins were then trans
ferred ( 14) to 0.45-µm nitrocellulose sheets 
(Bio-Rad) ovemight at 4 mA. The sheets 
were reversibly dyed with Amido black to 
test the molecular weight ofthe transferred 
proteins, washed in phosphate buffered sa
line (PBS), pH 7.2, dried, cut into 3 x 65-
mm wide strips, and placed in individual 
plastic tracks. They were blocked with 5% 
skim milk in PBS-0.1 % Tween 20, and in
cubated 1.5 hr with a 1:50 dilution ofeach 
serum. They were washed three times for 
10 min each with PBS-Tween 20, and in
cubated with a second peroxidase-conju
gated goat antibody against human IgG for 
1 hr, then washed again three times. The 
substrate (diaminobenzidine; Sigma Chem
ical Company, St. Louis, Missouri, U.S.A.) 
was added in 1 O ml of PBS plus 20 µl of 
H 2 0 2 and 70 µI of a 1 % calcium chloride 
solution for the development of color. The 
reactions were stopped by washing the 
membranes with distilled water. The strips 
were washed, dried, and photographed. The 
intensity of each band was determined by 
two different observers and classified as 
highly positive ( + +) or slightly positive ( + ). 
The molecular weight ofeach band was cal
culated according to molecular markers 
(Sigma) previously included in the gels and 
transferred to the sheets. 

Analysis or frequency or anti1en recctg
nition. The sO-called Immunoplot method 

proposed by Larralde, et al.('°) was used to 
analyze the frequency of antigen recogni
tion. Briefty, the recognition frequency from 
O to 1 of each individual antigen in the 
Western blof is plotted against each set of 
sera from lepromatous patients, their con
tacts, and normal subjects. This method al
lows the immediate identification of anti
gens reacting only with normal sera (y axis) 
or lepromatous sera (x axis), or antigenic 
bands that are recognized by both sets of 
sera (plane between both axes). Tbis meth
od considers that a band plotted on one of 
the axes (for example, on x or y) with a 
frequency above 0.5 constitutes a specific 
marker; bands recognized by both sera lack 
significance ('º). 

RESULTS 
Western blots. lllustrative Western blots 

ofthe M. /eprae antigens reacting with sera 
from lepromatous patients and their con
tacts, as well as with sera from normal sub
jects, are shown in Figure 1 (molecular 
weigbt markers are shown on the left). Sera 
from lepromatous patients recognized 21 
bands of molecular weigbts ranging from 
97-14 kDa. The sera from their contacts 
recognized 18 dilferent bands ranging in the 
same interval (97-14 lcDa). Sera from nor
mal subjects recognized 1 ~ bands. 

Immunoplots. The immunoplot of fre
quencies showed that sera from leproma
tous patients frequently recognized two pro-
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F10. 2. Immunoplots of (A) Jcpromatous patients versus normal individuals and (B) household contacts 
versus normal individuals as they reactcd with antigcns of M. leprae. In A wc see thc approximatcly 28-kDa 
and 65-kDa frcquently rccognizcd antigcns as markers of lcpromatous lcprosy. In B wc scc thc approximatcly 
16-kDa frcquently rccognizcd antigcn as a markcr ofthc contacts, and thc approximatcly 18-kDa antigcn as a 
possible marker of normal individuals. 

teins-one of approximately 28 kDa (f = 
0.63), the other ofapproximately 65 kDa (f 
= 0.68)-when compared with nonnal sub
jects' sera which did not recognize signifi
cantly any antigenic band (Fig. 2A). Severa) 
proteins from M. leprae were frequently rec
ognized by both sets of sera (plane between 
the axes). Figure 2B shows the immunoplot 
offrequencies, comparing·data from West
ern blots with sera from contacts (x axis) 
against sera from normal subjects (y axis). 
Here we can see that sera from contacts fre
quently (f = 0.57) recognized an approxi
mately 16-kDa antigenic band, while sera 
from nonnal subjects frequently (f = 0.65) 
recognized one protein of approximately 18-
kDa molecular weight. Here, again, there 
were severa! nonsignificant antigenic bands 
that were recognized by both sets of sera. 

DISCUSSION 
Inspection ofthe bands recognized by the 

antibodies present in sera from lepromatous 
patients, their contacts, and normal subjects 
in Western blots is not an easy task. The 
use ofimmunoplots as described by Larral
de, et al. (1º) has made it possible to order 
the results from immunoelectrotransfer
ences in such a way that complex mixtures 
of1lntigens from mycobacteria can be cat
egorized immediately in a quantitative and 
specific manner. This method constitutes a 
useful and potent method for discriminat
ing bands of potential biologic significance. 

In our study, therefore, the four recog
nized proteins ofapproximately 65, 28, 18 
and 16 kDa can be considered markers for 
lepromatous patients, their household con
tacts, or control subjects. From these M. 
/eprae antigens, an easy serological test (such 
as an ELISA) can be developed in order to 
predict if a household contact is moving 
toward the lepromatous state ofleprosy be
fore the detection of clinical symptoms. It 
is necessary to use gradient and bidimen
sional SDS-PAGE and monoclonal anti
bodies ( 16) to ascertain whether the protein 
ofapproximately 16 kDa (found as a marker 
in contacts) and the approximately 18 kDa 
polypeptide (found as a marker in normal 
subjects) could, in fact, be the same protein. 
Dockrell, et al. (4) ha ve reported that an 18-
kDa polypeptide from M. /eprae induced 
the proliferation of CD4 T lymphocytes. 
Therefore, this 18-kDa protein frequently 
recognized in normal subjects and, perhaps, 
by contacts in our study could be involved 
in protective immunity. We are peñorming 
the necessary experiments to ascertain if, 
indeed, this is true (1• 11 ). 

SUMMARY 
A great diversity of antigens from My

cobacterium /eprae ha ve been described. One 
practica! approach should be to utilize them 
as markers to indicate when a household 
contact is at risk of becoming infected and 
then moving to an active fonn of leprosy. 
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For this purpose, sonic extracts of M. /eprae 
were fractionated in 10% SDS-PAGE under 
reducing conditions. The fractionated pro
teins were then transferred to nitrocellulose 
sheets and incubated with sera from lep
romatous leprosy cases, their contacts, and 
normal subjects in order to revea) the fre
quency ofantigen recognition ofeach set of 
sera. The results showed that sera from lep
romatous leprosy patients frequently rec
ognized two proteins, one of approximately 
28 kDa and the other of approximately 65 
kDa, when compared with the sera from 
normal subjects. The contacts frequently 
recognized an approximately 16-kDa anti
genic band, while sera from normal subjects 
recognized one protein of approximately 18 
kDa. According to the results, the four rec
ognized proteins from M. leprae can be con
sidered markers of the above conditions 
(approximately 65 kDa, approximately 28 
kDa for lepromatous leprosy, approximate
ly 16 kDa for contacts, and approximately 
19 kDa for normal subjects). From these, 
an easy serological test, such as an ELISA, 
can be developed to predict if a contact is 
moving toward lepromatous leprosy before 
detection of the actual clinical signs or 
symptoms. 

RESUMEN 
Se ha descrito una gran variedad de antígenos del 

Mycobacterium leprae. Una aplicación prática de ésto 
podria ser la utilización de estos antigenos como mar
cadores del riesgo que tienen los contactos de infcctane 
y de movene después hacia alguna forma activa de Ja 
lepra. Con este propósito se fraccionaron extractos so· 
nicados de M. leprae por PAGE-SDS en geles al 10% 
bajo condiciones de reducción. Las proteínas fraccio
nadas se transfirieron después a membranas de nitro· 
celulosa y se incubaron con sueros de casos de lepra 
lcpromatosa, de sus contactos, y de sujetos nonnalcs, 
para poder revelar la frecuencia de reconocimiento 
antigénico de cada juego de sueros. Los resultados mos· 
traron que Jos sueros de los pacientes Jepromatosos 
reconocieron frecuentemente dos proteínas, una de 
aproximadamente 28 kDa y otra de aproximadamente 
65 kDa, Jos contactos reconocieron frecuentemente una 
banda de aproximadamente 16 kDa, y Jos sueros de 
los individuos nonnales reconocieron una proteína de 
aproximadamente 18 kDa. De acuerdo a estos resul
tados, las cuatro proteínas reconocidas del M. leprae 

-podrían considerane como marcadores de las condi
ciones anteriores (aproximadamente 65 kDa y apro
ximadamente 28 kDa para lepra Jepromatosa, apro
ximadamente 16 kDa para contactos, y 
aproximadamente 19 kDa para individuos sanos). Con 

base en los resultados señalados, se podría desarrollar 
una prueba scrológica, tal como un ELISA. para pre
decir el desplazamiento de un contacto hacia el extre
mo lepromatoso de la lepra, antes de la aparición de 
Jos síntomas y signos clínicos de la enfermedad. 

RÉSUMÉ 
Une grande diversité d'antigenes en provcnance de 

Mycobacterium leprae ont été décrits. Une approchc 
orientée vers la pratiquc pourrait !tre de les utiliser 
comme marqueurs pour indiquer quand un contact 
domiciliaire cst a risque de s'infecter et cnsuite de mi
grcr vers une forme active de leprc. Dans ce but, des 
extraits soniqués de M. leprae ont été fractionoés par 
SDS-PAGE a 10% dans des conditions réductriccs. Les 
protéines fractionnées oot alors été transferées sur des 
membranes de nitroccllulosc et incubées avecdu scrum 
de patients Jépromateux, leurs contacts et des sujets en 
bonne santé, alin d'étudicr la fréquence de reconnais
sancc de l'antigene dans chaque set de scrums. Les 
résultats ont montré que les scrums de malades lépro
matcux reconnaissaient fréquemmcnt deux protéines. 
!'une d'environ 28 kDa et l'autre d'environ 65 kDa, 
par comparaison avec les serums des pcnonnes en 
bonne santé. Les contacts rcconnaissaient fréqucm
ment une bande antigéniquc d'approximativcment 16 
kDa, tandis que les serums provenant d'individus sains 
reconnaissaient une protéine d'coviron 18 kDa. D'ap~ 
les résultats, les quatre protéines provenant de M. lep· 
rae qui ont été rcconnues peuvcnt Ctrc considérécs 
comme des marqueurs des cooditions ci-dessus (en· 
viron 65 kDa et environ 28 kDa pour la lepre lépro
matcusc, environ 16 kDa pour les contacts et environ 
19 kDa pour les individus en bonne santé). A partir 
de cclles-ci, un test sérologiquc aisé, tel qu'uo ELISA, 
pcut ~tre développé afin de prédire, avant la détection 
des signes cliniqucs ou des sympt6mes, si un contact 
est en train de migrer vers une IC¡>rc lépromateusc. 
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Effect of Phorbol Myristate Acetate (PMA) and 

lonophore A23187 on lnterleukin-2 Levels and 

Proliferation of Activated T Lymphocytes from Patients 

with Lepromatous Leprosy 1 

Fernando Alfaro-Bustamante, Gabriela Ramirez-Flores, Amado Gonzalez
Mendoza, Alfonso lslas-Rodriguez, and Mary Fafutis-Morris'· 

Lepromatous leprosy is characterized, 
among other peculiari1ies, by an antispe
cific anergy of the cellular immune re
sponse("'). This immunodeficiency consists 
of the limited prolifera1ion of T lympho
cyres, und is expluim:d in part by the im
puin:d synthesis of inierleukin-2 (IL-2) 
(''·''').In normal res1ing T cells, antigens or 
miwgens induce: rheir prolifera1ion by 
means of rhe synthesis of IL-2 and i•~ l'c
cc:p1or; lhe parricipa1ion of diacylglycerol 
(DAG) ami calcium, that produce 1hc acti
vation of pro1ein kinase C (PKC) ( 17' '·'), is 
mandatory. Phorbol esters such as PMA can 
substilule for DAG and are mitogenic 10 hu
man T and B cells, producing membrane al
terations, modulation of cell-surface recep
tors ('· 5· 

7
• ''· "· '") und ac1iva1ion of severa! 

cy1okine-encoding genes("·'· 13• 15). 

lonophore A23 l 87 increases calcium per
meabiliry across lhe cellular membrane inro 
the cytosol of lymphoid cells, and is consid
ered by severa! authors as a co-mi1ogen of T 
lymphocy1es ( 1• 'º·'•). We repon here 1he use 
of PMA, an analog of DAG and ionophore 

'Rc:ccived for publicacion on 13 Fcbruary 1995: ac
ceptcd fur puhlication in rc!visc!d fonn on 20 Nuvcm· 
bcr 19\16. 

: F. All;.ro·Busti.U11allll!. M.Sc.: A. lslas·RoJrigucL.. 
f\1.S1..· •• LutKua1t1riu de.: l11111unohiulugia. Dc:panamc111u 
Bh1luJ:,;ia Ccluh1r y P..1ulc..:ular. Division Cicndas Bio
lugicas y An1bicntiJlc:-i. Ct:nlru Universitario Jl! Ci..:n· 
ci.as Biologic~1s y A~rupl!cuurias. Univc:rsidaJ e.Je Gu;1· 
Jal¡¡jara. Gu;u.htl;.1jar;1, Jalisco. Mcxico. G. R<.1min.:L.· 
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Pm1al 5-1-19. C.P. -150-10 Col. Chapalila, Guadalajara. 
Jalisco. f\.kx.icu. 

Rc:prim rc:4ucs1s 10 Mary Fafu1is-Morris. 

A23 l 87 (calcium increaser), in cultures of 
mitogen-activated T lymphocytes frum lep
romatous leprosy patienls in order 10 induce 
the expression of lhc IL-2 gene, rhus cor
recting 1he inadequate proliferaliun of T 
cells from thesc lcpromatous paticnls. 

MATERIALS ANO METHOl>S 
Study subjects. Twcnty-two pa1icn1s, 1 1 

n1ul~toi unJ 11 f'31nuJc,.. hc1wccn ch..: "!:!-~"uf 
20 am.I 65 ycars, from thc lns1i111w Dcrnrn-
1ologico al Guadalajara, Jalisco, Mcxicu, 
were diugnosed as having pol<ir leprn111;1-
1ous leprosy (LL) uccording lo i111crnu1ional 
critcria ('' ). Ali prc:scntcd pusi1ivc bucil
loscopy and ali rcceivcd un irregulur trcal
ment of 100 mg of dapsone (diaminu
diphenyl sulfone) pcr day. The length uf 
1rea11nen1 rangcd from 2 to 15 ycurs. The 
control group consisred of 20 normal sub
jc:c1s, nll mutchcd wi1h lhe s1udy group for 
sex and age as muchas possible. 

Mononuclear cells. Heparinized blood 
(20 IU/ml) was oblained from each subjecl 
by venipuncture. Aftcr lhe blood lrnd bcen 
centrifuged on a Ficoll-Hypa4ue gradient 
(")al 400 x g, the mononuclcur cells wo::rc: 
recovered and washed lhree rimes with 
Hunks' bul;mced sal! solution (HBSS). Thc 
cdls werc 1hcn suspended in RPMI 16-'IO 
culture medium (GIBCO, Grund lsluml, 
New York, U.S.A.) supplcmcn1cd with :;<~. 
heal inm:livated fetal culf scrnm (FCS). 2 
mM glutaminc, 1 mM sot.lium pyrnvatc, 0.1 
mM noncssenlial amino acids, 10 mM 
HEPES, 5 x IO ' M 2-mcrcaptoctluuml, and 
penicillin 100 U/mJ.and s1rcptomyci11 IOO 
,ug/ml. Finully, thc cclls wc1·c adjusted to 1 
x Hl" cells/ml ( 12 ). 

Prolifcration assay. In order 10 activutc: 
T cells fnlm these LL pa1ien1s, 1 O pg/ml uf 
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phy1i1l11:.-11rngp,h11i11i11 (PllA> w:1s mldcd 10 2 
x 111' mononudcm· cclls. aml/nr 1 O ng/1111 oí 
phnrhnl wyristalc acelalc.(PMA). aml/or 1 
¡tg oí innnphnre t\2.J 187 lo lhc corrcspond
ing wcll, i.c., nll possihle comhinalions 
amnng the 1hree reagenls. The cullurcs 
were incuhaled for 48 hr al 37ºC in a mix
hll'C oí 95% air ami 5% CO,. Thcrcaíler, 
1hey wcrc pulscd wilh 1 ¡1Ci of 'U-1hy111i
dinc (specifk aclivily 6.7 Ci/)lmolc; New 
England Nu<.:lcar, Boslon, Massachusctls, 
U.S.A.). 

Afler a 24-hr incuhalion, thc cells wcre 
harvcslcd, nnd lhc incorpnrnlion oí '11-
lhymidine was measured in a l'ackanl hela 
l'otllller. The rcsults wcre exprcssed as a 
slimul:uion index (SI) according to thc fol
lnwing ('''): 

SI= c:prn oí experimental 
+ cpm oí mcdium 

IL-2 nssny. The Quantikinc lhmmn IL-2 
,lmmunoassay CI~ ami O Systems, Min
ncapnlis, Mi1111esota, U.S.A.) was uscd for 
the quantitative dctermination of humm1 IL-
2 conccntrntions present in thc culture su
pernatants nrter 48 hr ("'). 

1msui:rs 
Thc 1i1hlc prcscnls lhc rcsulls of cxpcri

menls mcasurlng lhc T-ccll prollfcrnllon hy 
111c:111s oí '11-thyrnidinc incorporation (SI) 
in PHA-stimulalcd ccll cultures. 11 can he 
ohservcd lhal PllA-nclivnled T lym¡iho
cytcs from LL pal icnls can be scparnlcd 

. into two gmups: 1) 9 responclers (R) wilh a 
SI of > 10 miel l .J nonresponclers (NR) wilh 
a SI of< IO. 

rigure 1 shows lhc prnlifcrativc re
s110nses of cells frorn LL(R). LL(NR), and 
normal subjecls stimulated with: I, PUA, 
PMA. PMA+I. l'lfA+PMA and PllA+ 
PMA+innophorc (PPI). ll can he seen llrnt 
ionnphnrc A2.J 187 alnnc cines nol cause 
pmlifernlion. Thc mosl importan! rcsult oc
curs in LL(NR) palienls sinee their cclls 
lhal do 1101 respoml lo PHA stimulation 
alone incrcase lheir prnliferalion lo normal 
levels whcn lhcy are stimulated with PllA 
in lhc presence of PMA. When lyrnpho
cytes frnm LL(NR) palients are stimulatcd 
wilh PMA+I. lhey again are lcss responsive 
lhan lhe LL(IO patienls and normal cnn
lrols. On thc nlhcr hand, all three groups 

T11n TAlll.H. s;;11111larim1 imlcx (SIJ of 
ac:tfratrd T lymp/uwyf<'.v .fh1111 /./. ¡•ati1•11f:f 
/rrs¡umdrr.f (10 mul 11om1•.vpo11dr•rs (NU J/ 
mu/ ""'" l'(J/.v. n • 

U.. palicnls 

R NR Cc1111111ls 

SI SI SI· 

;15 (1 • .1 111 
l.l 1.7 (.( 

2(1 •U '21 . 
29 '7,4' 12 
:.7 2.IJ. ·,1l) 

11 4.0 17 
·•<· 1.11 .. : 41! 
17 :u ' .17 
17 2.0 27 

1.2 11 
5.11 ·. ~(i 
2.(1 .1<•. 
1,1) 21 

1:; 

Mcmo25.6 llkmo;l..I 1110:111 2.1.H 
fl <ll.IKKl5 p <0.IK>5 
S.E. =4 S.E. = 2 S.E.=.1.H 

•111e rnngc uf lhc cpm vnhrcs in lhc culllircs rccch·· 
ing mcdimn nlonc in lhc LL(R) p111ic111s wns 1195-
2199 cpm; in lhc LL<NR) gonnp. 75.1-24.17 l'fllll; in 
conlrols. 984-2648 cpm. 

(NR. R ami nonnnls). slron¡dy inl'renscd 
1hclr responses when they wcrc incubated 
wilh PPI. 

Thc significance levels of lhe diffcrcnces 
in each of lhe following cmnhinalions uscd 
in lhc cell cultures from LL(R), LL(NR) 
ancl normal suhjects were: for PllA, p < 
0.001 (NR vs each of the other two groups): 
for PMA. p < 0.004 (R vs cach of lhe olher 
two groups): when PMA+I was used, p < 
0.0.J (R vs each of lhe other two groups); 
PUA+PMA. p < O • .J (no differences mm111g 
groups) ami. finally. PPI. p < 0.001 <NR vs 
each of lhe olher gmups). 

In rig11rc 2. lhe IL-2 com:cn1ra1ion in 1he 
supcrna1:1111s of cultures of T lymphocyles 
from LL(NR), LL<R) and conlmls s1i11111-
l:ttcd with l. PHA. PMA. PMA+I. PI IA+ 
PMA ami !'PI are shown. 11 <.'nn he sccn 1ha1 
cells írom LL(NR) ami U.(Rl palicnls ami 
nnrmals do nol produce Ücleclahle 11 .-2 lc\'
els in the presence of ionnphnrc t\2.J 187 
alnnc, ami lhey ·produce rclali\'ely lnw le\'
els oí IL-2 when they :1re incuhalcd wilh 
l'llA or PMA. Neverlhelcss, lhe combina-
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UIMULATION 
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20 -

o 
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STIMULUS 
Fin. 1. Prulifcrnlive .-csponses (slimulation imlcx) oí cells frmn LL paricnls frespomlers (R) anti 110111cspon

"ll!n"' e NHJI unJ uormul ?11Uhjcc1s :-¡timulutcd with lunuphurc A2J 187 (IJ. PI IA, t>MA, PMl\+I, 111 IA-t·l'~IA, u11J 
l'l IA+PMA+ionophorc (l'l'I). Thc signilicancc levcls of lhc <.liffcrcnces in lhe SI in each of lhc following co111-
bi11u1iuns used in lhe cullurcs of cells from LL(R), LL (NR) un<.I normal subjccls wcre: for PHA, p < O.IJOI (NR 
vs each of rhe 01hcr rwo groups); for PMA, p < 0.004 (R vs cuch of rhe olher lwo groups); for l'MA+I, p < 0.03 
(R \'S euch pf rhc oihcr 1wo groups); for PllA+PMA, p < 0.3 (no <.liffcrences umong groups); for PPI, p < 0.001 
(NR vs euch of lhe olhcr groups). 1 = Nonrcsponder (NR); x = responders (R); p =normal subjecls. 

1ion' of ionophore and ·PMA causes lite cells 
fro1t1 LL(NR) palienls and normals lo in
creasc llteir IL-2 lcvels. Wlten rite Pl-IA+ 
PMA combination is uscd, cells ímm all 
tlll'llc! groups produce thclr hlgltesl levels of 
IL-2. Finally, when ionophore A23 l 87 is, 
added lo PHA+PMA there is a slighl de
creasc in lhe pmduction oí IL-2 in all oí 
thcsc groups. The signilicance lcvel oí lite 
di ffercnces of IL-2 from supernatants of 
normal cells versus bollt groups of patienls 
was p < 0.03 wlten PMA was used; tite dif
ference between IL-2 oí cclls from LL(R) 
palienls versus rhe olher rwo groups had a 
signilicance lcvel oí p < 0.04 when PMA+I 
ji; uscd und, finully, 1hc diffcrcncc bclwccn 
IL-2 of cells from LL(NR) palients versus 
1he orher lwo groups was p < 0.03 when 
PPI was used. 

DISCUSSION 
The immunodelicient behavior of T lym
phocyrcs in LL parienls has been character
izcd by u limited pmlifcrulion oíTcells and 

a decrcased aclivity oí IL-2 (9• '" 
1
•). Be~ 

cause IL-2 production is, in part, dcpcndcnt 
on lhe intrucellular calcium levels 11111J lhc 
~encrution uf DAG lo 11c1ivu1e PKC, wc 1lc
clded to ussay the cl'lect of substunces llml 
increase cylosolic calcium levels, such us 
ionophof"c A23187, and/or subslunces that 
mimic DAG such as PMA alone or com
bined with Pl-IA and ionophnre. Qur rt::sulls 
indicare difieren! kinds of lymphocyle re
sponses from 1he differcnl groups studicd to 
lhc abovc-mentioned slimuli. The lirsl dií
fercnce is rela1ed lo 1he response 10 Pl-IA oí 
lymphocytes from LL(NR) palienls againsl 
lhe LL(R) and normal subjecls. The rc
murkublc polnt 111 lhut ubulll 9.5% uf LL
(NR) patienls become responders when 
rheir T cclls are stimulaled wilh PMA; lhe 
01her 5% required the presence of PHA lo 
respond (in lhe PHA.+.P.MA combination us 
.well as in PPI). When ionophorc AZ3 J 87 is 
added lo PMA their SI decreascs, but wlten 
Pl-IA+PMA is used they again recover rheir 
SI. Convcrsely, cclls from LL(R) palienls 
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STIMULUS 

Fro. 2. lnlerlcukin 2 (IL-2) lcvel• found hy ELISA in •upemnlanl• of cul1urc• nf lymphn<'yle• .rimulaled 
wi1h innnphnrc A23187 (ll, PllA. PMA. PMA+I, PHA+PMA 11nd PHA+PMA+innnphnrc (PPI). n,., •i!!nifi· 
canee lcvcl• of lhc diffcrcncc• nf IL-2 conccn1ra1inn• dclcctcd by ELISA from •upemalant• nf ccll• of normal• 
v• l>orh grouf>" of palicnr. wa.• p <0.03 whcn PMA wa.• uscd: rhc diffcrcncc bctwccn IL-2 nfccll• fmm LLIR> 
p:nienl• v• rhc othcr 1wn gmul'" hnd n •ignificancc lc••cl nf p < 0.04 whcn PMA+I wa.• uscd; 1hc differcncc bc
lwccn 11.-2 of ccll• from U.(NR) pnlicnr. v. thc Olhcr lwo gmup• hada p < 0.03 whcn PPI wa.• used. l =non
resrundcr <NR>: x = rc.ponder (R): p = normnl •uhjccl•. 

respond in a mirror image related to the LL
(NR) group when PMA+I is used. 

All of the groups (normals, responders, 
nonresponders) reach their highest SI when 
the triple combination (PPI) is used, im
plying that PHA, PMA, and ionophore 
A23 187 can trigger enough transduction 
signals and Ca2+ levels to have "lhe opti
mum conditions" for expressing the IL-2 
gene. pmducing the adequate concentration 
oí IL-2. 

The explanation for the above-mentioned 
data is that in the case of cells írom LL
(NR) patienls, PMA is activating PKC. p21 
ras (guanosine triphosphate-binding pro
tein). ERK 1 and 2 (exlracellular signal
regulated pmlein kinases). RAF (pmlein ki
nase, member of the cascade upstream 
ERK), and MEK (prolein kinase. member 
oflhe cascade upstream ERK) that had not 
been activated by PHA alone. implying the 

expression ofthe fos gene("·"). In lhc case 
of LL( R) pnlienls, ionophore A23187 per
mils enough Ca2+ levels lo activatc the 
JNK (c-jun NH2 terminal kinase) syslem in 
order to activate the jun gene("· 14

). In these 
experiments, the necessary additions have 
been done in order thal bolh pathways. in 
lhe case of LL(NR) patienls and in lhe LL
(R) patients, recover the produclion of AP-1 
(regulatory protein. composed or fos and 
jun proleins) and, finally. the expression oí 
lhe IL-2 gene ("· •~. ::) in order lo progress 
rmm lhe GI phase of the cell cycle 10 the S 
phase, G2 and mitosis. This is supponed by 
the raer 1hat IL-2 levels are very high when 
cells fmm LL(NR), and LL(R) patienis-are 
cultured in the presence of PHA+PMA. The 
reason why the combination PPI induces 
the highesl SI bul not the highesl IL-2 lev
els could be attributed to the fact 1ha1 IL-2 
levcls have an optimum dose response er-
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fcct. An exccss of IL-2 does 1101 neccssarily 
intply the highest prolifcrntion index be
cause IL-2 receplors may be shedding from 
the plasma membrane, thus neutralizing 
thcir effccl. 

In ordcr to corroborate the above expla
naliuns, wc lrnve ini1ia1cd cxpcrimenls thal 
will mcasurc the PKC, ERK, JNK ac1ivi1ics 
("· I!. "). 

SUMMAl{Y 
Thc i111111unudclicic11cy prcscnl in pa-

1ic111s with lcpro111alous lcprosy is charac
lcri.i:cd by thc limitcd pmlifcration of T 
lymphocytes, and is cxplaincd in part by the 
impaired synthesis of intei·leukin-2 (IL-2). 
Diacylglycerol (DAG) and calcium produce 
the activation of PKC, ERK and JNK ki
nascs, implying a normal IL-2 response. 
Phorbol esters, such as PMA, can substitute 
for DAG and are mitogenic tof1uman T and 
B cells activating several cylokine-encod
ing genes. lonophore A23 l 87 increases cal
ci um permeabilily across lhe ccllular mem
brane to the cytosol of lymphoid cells and is 
considered a co-milogen ofT lymphocytes. 

Hcre we report that: 1) PHA-activated T 
lymphocytes from LL palienls can be sepa
ra1ed in10 two groups: a) respondcrs (R) 
with a stirnulation index (SI) of > 1 O and b) 
nonresponders (NR) with a SI of < 10. 2) 
Thc prolifcrnti ve responses of cclls from 
LL(R), LL(NR) and normal subjccls wcrc 
mcasurcd aflcr bcing stimulatcd with: 1, 
PllA, PMA, PMA+I PllA+PMA und 
l'llA+PMA+ionophorc (PPI). Thc most im
portan! resuh occurs in LL(NR) paticnls 
whosc cclls did not rcspond to PMA sli111u
latio11 hui incrcascd lo normal levcls of pm
lifcralion whcn thcy were stimula1cd with 
PMA. Furthcrmore, the threc groups (NR, 
R a111.l 11ormals) slrongly increascd 1heir re
sponses whcn they were incubated wilh 
PPI. 3) Fim1lly, IL-2 concentralions in the 
supcrnatanls of cultures of T lymphocytes 
from LL(NR), LL(R) and conlrols were rcl
Ulivcly luw whcn lhey wcre incubated wi1h 
PHA or PMA, hui lhc addilion of iunophore 
lo l'MA ami the co111hina1iun uf PllA+ 
"l'MA slrongly increascd the prnduction of 
IL-2 in ali of them, l"Caching the oplimum 
IL-2 conccnlraliun whcn Pl'I is used. 

11 cun hu co11cl11<11.!d 1hu1 1hc use of PMA, 
analuguus h> DAG, am.1 ionophure A23 l 87 

(calcium increaser) in cultures of milogen
activaled T lymphocytes from LL palienls 
induced · the expression of the IL-2 gene, 
thus correcting the inadcquate prulifcration 
of T cells from LL palicnls. 

RESUMEN 
L::t inmumnJclicicnda prcscnh! en los pacicnlcs cu11 

lepra ll!pnurn11t.nm se carnc1cri:1..:.1 por loi li111ilmla pi·ulif
crndd11 de los li11fuci1us ·¡:y se explica en pmlc por la 
s(ntcsis tlis111i1111iJ<1 de i111c1lc11drn1-::? (ll.-2J. El tlindl
glkc1ul (l>ACH y el cuido 1l101.lucc11 la UL"livu~hiu lle 
las cinasas PKC. El<K y JNK. implicumJu una tc!\pu
cstn normal Jc IL-2. Los és1c1·cs furbülicus, como el 
PMA, 1rncJc11 substiluir ul DAG y son mitogénicus 
para las células T y D humanas, JumJc aclúan ucti· 
vundo varios genes codificantcs dc citocinas. El ionó
foro A23 187 (1) :mmcn111 la pcnc1ruci1ín tlel culcin ul 
citosul de las células linftN..lcs y se considera cumu cu-
111hógcno de los linfucilus T. En este trnbujo no:mtros 
repon amos: ( 1) Que los linlhcilus T (de p;ocie111es LL) 
uc1ivmtus con l'I IA pue(lcn scp:irnrsc e11 Jos gm1n1:-¡: 
(u) rcspundcJurcN (R). con índices lle cslimuludün 
(IE) de> 10 y (b) norcspundcdorcs (NR), con IE de 
< 10. (2) Que se midieron lus respneslas prulifcrnlivas 
de las célulus 1dc LLR, LLNR y sujcltls normales) es
limuladas con 1, l'llA, PMA, l'MA+I, l'llA+l'MA y 
l'llA+l'MA+iunóforu. Aqul, los rcsul1adus nuis im· 
portanlcs ocurrieron en lus rmcicnlcs LLNR cuy.as 
células nu rcsponJicron u la eslimulacic.in con PI IA 
pero incrementaron su rc:-:pucsta prulifcrutivu u \'alurc!'i 
nnnnalcs ctu.indu se estimularon con PMA. Además. 
los 3 BlllflOS, NH, R y nurnmlcs, uumcn1aru11 marcuda
mcnlc sus rcs¡mcstus 1uulifcn11h·:1s cumu..lo M! in
cubarun con 1'1IA+l'MA+iomifum11'1'1). (.lJ CJuc l.:os 
cunccnlrucium:s lle 11 ... -2 en los :mbn:nm.Janlcs de 'los 
culllv,n1 llu lu11 lluíocltut.. Tllu LLNH, Ll.H. y cu11lmlu11, 
fucrun rclutivumcruc hotjns cumu.Ju las célulm" M: in
cubaron con l'llA u con PMA. pero la ullichin llct 
iont\fum 111 l'MA y lus cu111him1ciuues tic l'l IAtl'MA 
uumcnturun íucnemenh.~ Ju pnH.Jucdtin 11.·2 en ltk.lus 
ellos. Lu 1>nw.Jucch\11 tiplimu Je 11..-2 se logní cun In 
cumbinucitín l'l'I. 

Pucllc concluirse •1uc el uso lle PMA (uruUugu lid 
DAG) y tlcl iomiforu A23 187 (incn:mc111utlur tic cul· 
ciu) en lus cul1ivus tk linftM:ilUs T (LLJ udivaJos cun 
milt\gcno, cs1i111ula la cA.prc:tMn Jcl gene pan.a 11.-2, y 
corrige la prulifcrJcitln imuJccumla tJc las ct!l11h1s T de 
los pacientes cun lepra. 

RÉSUMlt 
L•irnmunoc.Jéliciencc pn!scnlc chcz 11.!s (l•llicnts 

ayant une ICprc lépnum1tc~1~c .~si can1ctérist!:c pur la 
proliíéruliun limilt!e des ly1i1phocy1cs T. el s'expliquu 
en rrurtic pur ralh!rJtiun de la synthCsc c.J"inlerlculrdnc
:! (IL-2). Le dlucyl¡¡lyccml (l>l\0) el le c11lclmn 111u· 
t..luisc111 1·acti\'atiu11 t..lcs Linascs PKC. EffK el JNK, ce 
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qui 5UJ>J>O<e une n!pon5e d'IL-2 norn~-.le. lle• e.iem de 
rhorbol. 1el• que le PMA, peuvenl l!lre •11b•lilut!• au 
l>AC'l el .-cml milog~nc5 l'"'tr le!I cellules humni""" T el 
11. :tclivanl divem g~nc• e1K:udmt1 des cylnkines. 
L"inophore A23 I R7 ..Ceroil la permt!nbililé du ealcium 
ii 1novem la membrane cellul•ire •u cy1mol des cellule• 
lymphoides. el esl cón•idt!rt! comme un·co-milog~ne 
de.< lymphocyle.< T. 

Nn11K mJ>rOflnn" ici que: 1) Le" ly1nrt1ew:ytcK T ne .. 
lh•és rnr le Plfl\ el rrm·en:ml de rn1ictt1• 1.1. f'C'll\'ettl 
clre sépnn!• en deux gmurc.: ni le• répondunl• (R). 
n\'ec un index de ••imulalion (IS) > IO el hl le• non
n!pondanl• (NR) avec un IS < 1 O. 2). Les n!ponses 
proliíérn1ives de cellules de palien•• LL(R). LL(NR) el 
de •Ujels nontUIUX onl élé me•un!es arr~ Slimulnlion 
avec 1, PHA, PMA, PMA-1, PHA-PMI\ el PHA+ 
PMA+ionophore. Le ráullal le plus imponanl survienl 
chez les pa1ien1s LL(NR) donl le• cellules ne 
n!pondaiepl pa< 11 la •limulalion •vec PHA mais aug· 
men1aien1 il de• niveaux normaux de proliíérnlion 
q111md elle5 é1aien1 •timulée< pnr le PMA. lle plu•. le• 
lroi• gmupe• R, RR el normaux onl ronemenl aug
menlt! leum n!pon<e• quand ils onl élé incubé• avec 
PHl\+PMA+ionophore (PPI). 3) Finalemenl, les con
cen1rn1ion• d'IL-2 dan• le •upcma1an1 de< cullures de 
lymrhocytes Ten provenance de LL(NR), LL(R) el 11!
inoin• élaienl rel•livemenl ba.<5es quand elle• t!lnienl 
incubées avec PHA ou PMA, m.-.is l'addilion d"iono
phore au PMA el le• comblnaioon• de PHA+PMA onl 
ronemenl •ugmenlé la produclion d'IL-2 dan• 1ous les 
ca.<, •«eignanl la concenlnllion oplimale d'IL-2 quand 
on u1ilisai1 le PPI. 

On peul condure que l"ulili<nlion du PMA. nna· 
IUJ:!Ut" tlu l>AO ec l'lnnctphoft- A2J f R7 (nccrai•wur dn 
calcium) dan• les culture• de lymphocytes T activé• 
par de milog~ne.< provenanl de pa1ien1s LL. compre
nail l"expre:;•ion du g~ne de l'IL-2, corrigeanl done la 
proliíi!rnlion inadi!quate de cellules T provenanl de pa
lienls LL. 
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