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RESUMEN,

Células tinfoldes de 20 pacientes con tuberculosis clinicamente definlda por baciloscopla, estudio ra-
dioléglico y positividad cutdnea al PPD (2 y 4 UI) fueron cultivadas por 12 hrs en presencia de suero -
proveniente de paclentes tuberculosos no reactlvos, conteniendo tftulo alto de anticuerpos anti- Myco--
bacterium, Post incubaclén, las células fueron sometidas a transformacidn blastoide, utilizando PPD co-
mo ant igeno. Células de sufetos normales ppo* y PPD” fueron utllizadas como control , asi como las cé-
iulas de cada paciente sin contacto previo con suero. Ademds del suero a"l’"ﬂzsgéesifliﬁﬂ se utllizaron
sueros normales y de paclentes con otras enfermedades pulmonares. Las células linfoides de pacientes tu
berculosos PPD* desarrollaron marcada inhibicién a la estimulacién con el antfgeno (PED} cuando fucron

pre-incubadas con sueros de paclentes no reactlivos. Las cuentas de incorporacién de timidina 3 Tdr ba-

Jaron considerablemente en los 20 pacientes en presencia de! suero inhibidor, no asl con los sueros con

troles

Simultaneamente se efectuaron estudios rutinarios de laboratorio, ademds de la caracterizaclidn de reace
tlvldad cutdnea a la histoplasmina slendo esta negativa en los pacientes tuberculosos estudlados. Final
mente 1a cyant!flcacién de tgM, 1gG ¢ {gA Yy Ch estuvo dentro de los valaores considerados como normales,
mi entras que la cantidad de C3 presente en el suero de los pacientes estaba aumentada.



INTRODUCC I ON

La tuberculosis es una enfermedad muy antigua conocida hace mas de 4000 afos (1}; ataca cualquler parte
de! cuerpo humano, aunque sus leslones son primariamente pulmonares.

La primera demostracidn de que la tuberculosls correspondfa a un proceso Infectocontagloso, fué eviden
te hasta 1865 cuando Villemin produjo esta enfermedad de conejos. En 1882 el investigador alemén,

Roberto Koch, als!d e identificS al agente etloldgico de esta enfermedad, Mycobacterium tuberculosis (2).

La distribuclén de esta enfermedad es mundial, reportdndose mayor Incldencia en cludades donde existen
grandes nicleos de poblacién con slituacidn socioecondmica deficiente. En la Replblica Mexicana, la
tuberculosis aln es un grave problema de salud pdblica; no se conoce cual es la incidencia real, pero

se estIma que aproximadamente el 42,7 % de la poblacién total padece esta Infecclidn (3).

La puerta de entrada mas frecuente de M, tuberculosls, es por vfa respiratoria a través de 'a inhala-
cién de partfculas de polvo contaminado, de ahf que el drgano més afectado sea el pulmén | rhnde la
mlcobacteria encuentra las condiciones de irrigacidn sangulnea y aereacidn necesarlas para producir
focos Inflamatorios (nédulos caseosos) en el tejido. Estas lesiones pueden estar limitadas o bien

diseminarse a otras partes del organlsmo,

£s Importante al observar el avance de la infeccidn tuberculosa, distinguir entre una persona sin
antecedentes de tuberculosis de la que ya sufrid la enfermedad con anterforfdad. En el primer caso

la Infeccidn es primaria, conocida como complejo primario., Se cura a menudo sin producir sfntomas
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definidos, debido a que la tasa de multiplicacidon de la micobacterla en ¢l huésped estd siendo timitada

y por tanto el incremento de bacilos es hajo (4). Cuando aumenta mucho la cantidad de bacilos tuber
culosos, aparece un exudado inflamatorio celular caracteristico convirtiéndose entonces la tuberculosis
prinaria en neumdnica. Llos gérmenes se diseminan a partir del foco primario por los canfeulos 1inf4-
ticos (Vinfangltis) hacia los ganglios (linfadenitls), donde el bacile se reproduce en forma activa,
dando leslones caseosas. En raras ocaslones la diseminacidn de la micobacteria pasa de los vasos linfd-
ticos a los sangufneos, con la consecuente diseminacidn de éstos hacla todos los drganos y tejidos del
cuerpo, orlginande las formas generalizadas de tuberculosis miliar, meningitis tuberculosa y tuberculos(s

renal.

La adquisicién y establecimlento de la enfermedad se encuentra en estrecha relacidn con la disminucidn
de los mecanismos de defensa genoralmente provocada por varias condliclones patoldglcas tales como:

desnutricién, sarampidn, tosferina, varicela, etc.(S),

El paclente que supera el proceso infeccioso presenta dos fendmenos Inmunoldgicos Importantes: primero,
el Indlviduwo se vuelve positivo a la tuberculina y segundo, sus macréfagos adquieren la capacldad de
inhibir Ya multiplicacidn intracelular del bacilo tuberculoso, Este hecho es la base de lo que consti

tuye la Inmunidad contra la tuberculosis (inmunidad celular).

En ocasiones la enfermedad puede reincidir denominindose entonces tuberculosis de reinfeccidon, Como

el paclente ya ha desarrollado hipersensibllidad al bacilo tuberculoso, tendrd menos propensién a
reinfectarse por una fuente exdgena. La relnfeccién generalimente se produce por la reactivaclion de
bacilos tuberculosos de una primoinfeccidn ant iqua que se han conservado latentes (3). Lla tuberculosis
de reinfeccidn colincide con e) cuadro de tuberculosis crénica, Las lesiones caracteristicas de la

tuherculosls crontca son las cavernas, las cuales se forman por fusidn de los tubérculos., Ataca
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primordialmente a los pulrones produciendo una les idn limitada, o bien progresa y puede produclr
un cuadro de tuberculosls miliar, capaz de Infectar todos los drganos del cuerpo. Llas Infecclones
extrapulmonares por metdstasis pueden alcanzar diferentes érganos: bazo, huesos, rifiones, prdstata,
plel, misculos y meninges (6). EI hecho de que en algunos sujetos M. tuberculosis despierte afos
mis tarde produclendo la relncidencia de la enfermedad tuberculosa, se debe entre otros factores a
que existe una disminucidn en la resistencla del huésped. Actualmente, se sabe que el desarrollo de
la enfermedad se debe a un problema de control de la respuesta Inmune celular por parte del huédsped,
lo que orlgina una reaccldn exagerada, autoperpetuada y en cadena, que se traduce en dafo pulmonar
(7). bée ah! que en la patogenia de la InfecciSn tuberculosa, exista una estrecha relacidn con la

capacidad de respuesta Inmune por parte del paclente (8), .

Las consecuencias de inhalar o ingerir el bacllo de la tuberculosis dependen de la resistencia del
huésped, del Indculo y de la virulencia de la cepa, la cual se basa en su capacidad para sobrevivir
y protiferar en los fagocitos mononucledres evadiendo la actlvidad bactericida de Yos macrifagos a!l
evitar la fusidn de los !isosomas con los fagosomas {9), fendmeno que no se presenta con bacterias

muertas {g):

La respuesta Inmune en la tuberculosls se Inicia por el contacto con los antfgenos de H. tuberculosis,
que provocan una respuesta irmunolégica en un huésped competente la cual se maniflesta por la produc
cldn de antlcuerpos especfficos y 1infocitos sensibi 1lzados, derivados de una poblacidn de linfo-
cltos timodependientes conocidos com linfocitos 1. El predominio de dichas células en esta enfer

medad, define 1a importancia del mecanismo de defensa celular sobre la respuesta humoral,
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Los Vlinfocitos T senslbliizados producen un gran ndmero de mediadores solubles o linfoclinas, como el
factor Inhibitorio de la migracidn de macréfagos (MIF), factores quimiotdcticos y blastogénicos, tinfo-
toxinas e Interferon (6, 10), las cuales inician y modiflican 1a respuesta inmunitaria por el recluta-
miento de otros Vinfocitos (células By T) que promueven la acumulacidn de macrdfagos en el drea de
reaccidén, activan la fagoclitosls de) microorganismo por un lado y la secrec!dn y )iberaclén de produc
tos !1ticos por otro. Los macréfagos una vez activados Intensiflcan su actividad aatimlcroblana, pero
si dicha estimulacién es muy intensa, contribuyen en forma Importante a la tesidon tisular y a la necro-
sls caseosa (11, 12). €1 dafo en el tejido refleja la descarga de enzimas hidrol fticas de los macré-
fagos moribundos, los cuales no pueden dejar la lesidn por la accién de! MIF, ademds los efectos
inflamatorlos son producldos por los mediadores de los Vinfocltos como las linfotoxinas y el HIF (13,
1h). Esta respuesta se ve amplificada y sostenlida en los macréfagos de los pacientes con tuberculosis,
y parece ser debida a una alteraclidn en el sistema de regulaclén de la respuesta celular, lo que se
traduce en una falta de eflcienclia para la elimlnacidn del pardsito por parte del sistema inmune celu-
lar. Dicha alteracién se cree estd relacionada con la calidad mds que con la magnitud de la respuesta.
Esto es, estd determinada por la interaccidn armdnica entre los dlferentes procesos y fendmenos que
constlituyen la respuesta Inmune adecuada, para lo cual el aparato inmune, cuenta con mecanismos de regu+
lacidn, los cuales actuan a diversos niveles, permitiendo que la respuesta tenga la intensidad, exten

sién y duracidn necesarlas.

los mecanismos de regulacién de la respuesta inmune son variados y complejos. Existen varios factores
que lnter\}lencn en ellos, como los de tipo genético, los de interaccion celular, factores proplos
del antTgeno, otros de Tndole no inmunoldgico como hormonas, prostaglandinas, firmacos, ademds de tras
tornos sistémicos (fatiga, ''stress', etc.), asf como la condicidn nutricional del huésped, y algunos

factores humorales, como los camplejos inmunes y particularmente los antlcuerpos especiflcos.



Se ha hablado de la participaclén de factores genéticos en la susceptibilidad o resistencia a la tuber
culosts. En el pasado se planteaba que la poblacidn negra era comparativamente mis susceptible al
desarrollo de formas severas de tuberculosis que la poblacidn blanca. Esta diferencia aparenlemente
"genética', era dIffci! de caracterizar, dadas las diferentes condiciones socinecondmicas en que

vivian ambas poblaciones de Individuos . En la actualidad, ya no se habla de tales diferencias de
susceptibilidad, sin embargo, la participacidn de factores genéticos en la tuberculosis, es un hecho

que ha sldo demostrado por e) grum de Max B. furfe en un modelo de tuberculosis experimental en conejos.
Llurie logrd establecer colonias o familias de conejos resistentes, asl como de conejos susceptibles al

desarrol lo de la tuberculosis, ademds de colonias con resistencla o susceptibilidad Intermedias (15,1€),

Existen datos sobre la relacidn entre predlsposicién a la tuberculosis y presencia de antlgenos asocla-
dos al Complejo Mayor de Histocompatibilidad (HLA). Selman, L, M, evalua el fenotipo HLA de los
locus A, B, C y DR en 50 paclentes con tuberculos!s crdnica de relnfeccldn, encontrando una disminucidn
estadlsticamente slgnificativa de A-3, A-9, B-5, B-8, B-13, B-17 y 8-27, la cual abarca a muchos feno-
tipos y por o menos dos locus, como para pensar en la ausencia de un gen protector (17 ). Por otro
tado, se ha visto que el fenotipo HLA-BWI5 se encuentra con alta frecuencia entre pacientes con tuber
culosis (18),

la requlacidn par células estd determirada por un clrculo Interdependiente entre el antfgeno ---macré-
fago ==~ Yinfocitos T --macréfagos --- antfgeno (19). Cuando e! Inmunégenc interacciona con el macré-
fago, éste puede ser presentado a los linfocitos T produclendo tolerancia, o bien el macréfago lo
digiere y produce la interleucina | que estimula a las células T inmaduras, las cuales a su vez producen
y liberan la interleucina 11l que induce la expan«idn clonal de células T activadas. Llos linfocitos

activados Iniclalmente son 10s T ayudads-as, los cuales estimulan a su ver a linfocltos By ceélulas T
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La proliferacidn de Yas células T conduce a la diferenciacién de células cltotdxicas,

supresoras.
células efectoras y células de memoria (20),

Con e! desarrollo de métodos que permiten identiflicar las subpoblaciones de linfocitos T en funclién de
sus diferentes alo-antTgenos Lyt, y con la subsecuente diferenclaclidn de sus funciones, es posible de-
terminar la relacién existente entre las subpoblaciones de células T responsables de la expresién de la

respuesta al bacllo tuberculoso (2t).

El papel central que Juegan las célylas T en Ja ex‘ﬁresién de la lnmunldad contra la tuberculosis,puede
ser deducido de los slgulentes trabajos: = Por la Incapacidad de los ratones timectomizados para expre~
sar hipersensiblildad a la tuberculina y adquirir res!stencla contra la enfermedad, despuyés de un pr.imer
contacto con el bacilo (22). - Por la observacidn experimental de que ratones adultos timectomizados y
sometidos a lrradacidn letal, desarrolian severas mlcobacterlosis después de una tnfeccidn con BCG,

- Por la rdpida recuperacidn de los Grganos linforreticulares atacados por el bacilo tuberculoso en los
animales depletados de células T, cuando estos linfocitos T son reconstituidos con células de médula dsca
(23). Este efecto restaurador hace mas patente la contrlbucién de la respuesta ¢celular a la defensa

contra M, tuberculosis.

Simultaneamente a la respuesta celular, se desencadena la .respuesta {nmune humoral,

La funcién - protectora de esta respuesta se maniflesta cuando los antlcuel:pos reaccionan con las es
Lructuras que estimularon su producclén, desencadendandose di ferentes mecanlsmos que tienen como resulta-

do final 1a eliminacién del Inmundgeno. Algunos de estos mecanisms son por ejemplo, que ciertos antl-
cuerpos pueden neutralizar el efecto de una toxina, o bien que en colaboracién con el sistema del comple-~

mento pueden perforar las membranas celulares (lisis celular}, o que pueden facillitar solas o junto con

el complemento el proceso fagocftico opsonizando al antigeno, promoviendo asl su mejor fagocitosis.



Sin embargo, parece ser que las inmunoglobulinas tlenen un papel! secundario en la defensa contra

M. tuberculosis, por ser este un pardsito Intracelular {24). En efecto, e! bacilo tuberculoso puede

ser fagocitado en virtual ausencia de! suero (25), La adicidn de anticuerpo espec{flco contra
Mycobacterium justo antes de su exposicién a fagocltos normales, Incrementa la Ingestién y el grado de
fusiones fagosoma-i!sosoma, pero no tiene efecto discernible sobre la subsecuente actividad bactericida

intracelular (26),

Aungue los antlicuerpos no participan directamente en estos fendmenos de gran Importancia para laelimi-
nacidn del bacllo, no se descarta otra poslble funcldn en este proceso infeccioso, Qutzijuegﬁ_eﬁ un
papel como moléculas reguladoras de la respuesta lnmune celular ¢omo se suglere en log modelos de res
puesta lInmyne a haptenos simples, y en modelos infecclosos (2} «32),

. . .
La interaccldn entfe la:respuesta celular y la humoral, puede producirse ya sea en la fase de inducclidn
y/o en el mecanlsmo efector de la respuesta inmune. Se plantea-que los anticuerpos participan dentro
de esta Interaccidn como “molééulas requladoras", esto ha sido aceptado desde hace mucho tlempo, parti-
cularmente s| consideramos que su espectro de accidn es sobre células B, y que desde 1960 se conoce et
fendmeno de Inhibicidn de la produccién de anticuerpos por un mecanismo de retroallmentacisn (31}, €1
ant lcuerpo puede ejercer esta regulacién sobre su propla produccidn de diferentes formas: Y.« Evitando
gue el antfgeno estimule las células Inmunocompetentes por enmascaramiento de sus determinantes anti{gé-
nicos; cuando el antlcuerpo es cataboiizado, el antigeno puede nuevamente estimutar al slstems inmune,
resultando as! la produccidn clfclica de anticuerpos (34); 2 - por Interacciones idfotipo « antl+{diotipo
{35); 3.~ previniendo la diferenciacién exhaustiva de anocito/s competentes que pudieran resultar de

una estimulacidn constante por el antfgero (34); etc.
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£l conocimiento de la actividad de los anticuerpos sobre la respuesta inmune celular ha sido mis defi-
clente. Existen trabajos gue muestran que algunos factores sérlcos son capaces de suprimir pruebas de
Iomunidad celular In vitro (36, 37). De éstos, es Importante resaltar que existe poca informacién sobre
el efecto de los anticuerpos en la respuesta celular generada por procesos Infecclosos, sin embargo los
pocos datos existentes, sugleren que en muchas enfermedades infecclosas de etiologfa bacteriana o fingica
{18)Y en estados patoldgicos tumorales Jos anticuerpos tienen un papel muy Importante no comprometido

con la proteccidn del huésped, sino con una posible accién requladora.

En otra nosologfa de fndote intracelular como 1a hlstoplasmosis, Taylor y col, (29}, obtuvieron resulta-
dos que sugleren que los anticuerpos juegan un papel modulador de la expresidn de la hipersensibilidad

de tipo tardla en ratones sensibilizados con Histoplasma capsulatum. En un estudio reciente realizado

en animales con (nfeccidén activa produclida por Histoplasma, se demostrd gue la transferencla pasiva de

antlcuerpos antl-Histoplasm, abate 1a defensa de animales infectados asl como la respuesta de Intra-

dermoreaccidn (30},

Entre los posibles mecanismos por los cuales los anticuerpos actuarfan sobre Ja respuesta celular, des
tacan las evidenclas que indican que los anticuerpos podrfan ejercer su efecto regulador a través de
la formacidn de complejos antlgeno-anticuerpo especlficos, ya que su presencla ha slido identificada en
procesos tumorales e Infecclosos como histoplasmosts, coccidioidomicosis, lefshmaniasis y tuberculosis
{30-05) . 12 funcién del complejo Inmune serfa entre otras la de activar poblaciones celulares con actl
vidad supresora {45). I+ otro lado hay que sedalar la ya aceptada participacion de los anticuerpos
anti-idiotipn.  Se conoce que el trabajo neto de las Interacciones idiotfpicas y anti-idiotipleas sobre
linfocitos puede constituir una irportarte Torma de regulacidn {46, 47). Se sabe que pueden actuar,

tanto sobre la respuesta inmune humaraly romo ejerciendo un efecto inhibidor in vivo wbre clertos tipos
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de respuesta de hipersensibilidad tardfa (48 49)as? como en ¢} caso de la respuesta al Derivado Protéico
Furificado {PPD) en ratones infectados con BLH (27), También se sabe que ifnhiben la reaccidn cutdnea de

animales capaces de responder previamente a un hapteno como el p-azofenilarsenato y ta fosforilcolina

{tn, 51 ).

La existencla de un espectro de la respuesta Inmune en la tuberculosis, similar al que existe en otras
enfermedades infecclosas crénicas causadas por pardsitos intracelulares como lopra, Por ecjemplo

{ 2 ), ha sido establecldo por Lenzinl y col. {8). Segin cste autar cxisten dos formas polares, la
tuberculosis reactiva {RR) vy la no reactiva (UU), con dos formas Intermedias, una reactiva (Ri) y otra

no reactiva (UI).

la forma reactiva (RR) se caracteriza por lesiones locallzadas, buena respuesta al tratamiento can rapida
reduccldn de los bacilos en esput8, inhiblcidn de la migraclidn de los leucocitos {LiF) que correlaciona
bien con la cldsica respuesta de hipersensibilidad retardada en la prueba cutdnea, y presenta un tfiulo

hijo o ausente de antlicuerpos.

fn ta forma reactiva Intermedia (RI) los paclentes presentan cavitaciones simples, responden a la quimia-
terapla, el LIF es positivo, y también presentan bajos tltulos de antlicuerpos. La diferencia con ¢l
grupo anterlor conslste en que en los pacientes R la prueba cutdnea es bifasica con una fase temprana

y una fase tardfa  (Jores - Mote),

El grupo Intermedlo no reactivo (Ui}, tlene una rdplda diseminacidn de las lesiones de térax a otros
édrganos, su respuesta al tratamliento es pobre, el LIF es negativo, los tftulos de antlcuerpos son altos,

y la respuesta cutdnea es bifdsica, similar a la del grupp anterior,
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La forma polar no reactiva {UU) se caracteriza par tener leslones diseminadas, con leucocitos

pol Imor fonucleares y macréfagos con muchos bacilos, desarrollan pobre o casl nula respuesta at trata-
miento, el Mycobacterium slempre estd presente en el esputo, el LIF es negativo, no exlste respuesta
cutdnea vy los tlTtulos de anticuerpos son elevados,

Esta distribucidn de! espectro clinlco en paclentes con tuberculosls, con una nftlda correltacién lnversa
entre respuesta ¢elular y respuesta humoral, constituye un apoyo Impartante de la Intima Interacclon

entre ambas respuestas lnmunes,

Aungue en la tuberculoslts no se cuenta aparentemente con un gran ndmero de evidencias experimentales que
apunten hacla un posible mecanismo regulador entre el componente humaral y cetular de la respuesta lnmys
ne, exlsten algunos trabajos que apoyan la presencla de un mecanismo requlador mediado por anticuerpos
en esta enfermedad, Se ha descrito en el modelo tuberculoso el fendmeno de Inhibicidn de la trans
formacidn blastolde en presencia de componentes séricos (53). Aunque en dicho modelo queda en duda e!
papel de los antlcuerpos, éstos actuarfan mds bién reacclonando con el antfgeno e impidiendo su atcesi-

bilidad a las células Uinfoldes para promover su transformacidn

May y ¢ols. sugleren que los complejos lnmunes encontrados en paclentes con tuberculosis podrlan tener un
papel inmunoregulador, andlago,al encontrado en paclentes con tumores (45). Finalmente Ja posibilidad
de que los antlcuerpas anti-BCG con actividad anti-idlotfpica, sean los responsables de 1a supresidn de
hipersensthilldad vardla al PPD en ratones Infectados con BChG, compromete muy Intimamente a los antl-

cuerpos con la expresidn e la respuesta lnmune celutar en 1a tuberculosis (27)



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Por lo tanto, en la tuberculosls las evidenclas que apoyan el papel del anticuerpo como posible molécula

reguladora estdn en estrecha relacidn con los siguientes hechos:

V) Relacidn de altos tltulos de anticuerpo y niveles bajos de respuesta celular,

2) Antlcuerpos sip utltidad en la proteccidn y poco dtlles en el diagnéstico.

3} Presencla de complejos Inmunes clrculantes.

L) inhibleldn del fendmeno de transformacidn YinfocTtica por anticuerpos Anti-Hycobacterium,

§) inhibicldn de la respuesta cutdnea al PPD por antlcuerpos anti-BCG con actividad de antl«ldiotipo

Dados estos antecedentes planteamos la sigulente HIPOTESHS:

HIPOTESIS

La respuesta celular en paclentes tuberculosos puede ser inhlbida por componentes de! suero {omune
Ant | -Mycobacterium tuberculosis,

. OBJETIVO

Demostrar In vitro, que los anticuerpos Antl-Mycobacterium tuberculosls presentes en altas concentraclones

en suero de pacientes tuberculosos no reactlivos PPD , son capaces de Inhibir la respuesta celular de

pacientes tuherculosos teactivos PPDY
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ESTRATEGIA

Para someter a la comprobacidn nuestra hlpStesis, se planteo, la slgulente estrategla: células de

paclentes con tubercutosls, reactivos al PPD, con alta respuesta celular y bajos tftulos de antis
cuerpos, fueron Incubadas 12 hrs con suero de enfermos tuberculosos, anérgicos (ausencla de res-
puesta celular) con altos tftulos de antlcuerpos antl-Mycobacterium, previo a la estimulaclén con el
ant fgeno (PPD) .

Las células fueron tavadas extenslvamente para la eliminaclén de! suvero, admitiendo que los antl-
cuerpos especlflcos se pegarfan @ las células y las demfs moléculas libres se ellminarfan con la
lavada, Este tratamfento llevarfa a a Inhibiclén de Vo respuesta cetular frente a ta dosls de esti-

mulacién con el antTgeno (PPD}, provocando asf la anergle celular [n vitro,



MATERIAL Y METODOS

poblaciones estudiadas.

£} estudio se realizd con paclentes procedentes del Instituto Naclonal de Enfermedades Resplratorfas
{INER) dependiente de la Secretarfa de Salud (8. 5,) j estos enfermos fueron dlagnos~

ticados clinica, radioldgica y bacterioligicamente camo tuberculosos Yy clasif!cados como reactivos
mediante la aplicacién Intradémica de dos unidades de tubercullna (UT)

Individuos sanos adultos de ambos sexos, PPD positivos vy negathos. fueron uttlizados como controles

normales y para !a estandarizacién de }a téenlca empleada (tranafarmacion b]aggotde) Las caracter(s
ticas de los Individuos estudiados se encuentran resumidas en ‘a tabla 1,

E! diagndstico de tuberculosls se completd con aspectos clfnicos y_con un buén es;udfo epidemioldgico
abarcando el estado socioecondmico, hdbitos higiénicos, antecedentes famlljares y contacto con enfer
mos tuberculosos. En general ta sucesldn de las maniobras diagndsticas siquieron el camino habituak
historla clinica, exdmenes flsicos, radlogréficos y de laboratorio, datos que fueron proporcionados
por et INER (tabla 2),

Bloldg lcos:

Se obtuvo un total de 10 ml de sangre periférica de cada paciente tuberculoso reactivo en Jeringa
heparinizada bajo condiciones de estricts esterilidad para la prueba de transformacldn blastoide.
los sueros autflogos y heterdlogos obtenidos de cada paclente asl como controles normales fueron

almacenados en frascos estérlles y guardados a-20°C para pracesarse en diferentes pruebas immuno-
légicas v de rutina.



15 -
TABLA 1

DATOS GENERALES DE LOS INDIVIDUQS ESTUDIADOS

NUMERO DE DIAGNOSTICO
RRUPOS  INDIVIDUOS SEXO {EDAD | CLINICO PROCEDENCIA | T1P0_DE EXPERIMENTO. i
1, 2 M 30-35 |Sano PPD(+) Donadores voluntarios |Curva dosis-respuesta a la FHA
y al Ag.
3.4 F 22-28 |Sano PPD (+) Donadores voluntarios [Curva dosis-respuesta a 1a FHA
y al Ag. Efecto del suero
5 F 42 Sano PPD(-) Donadores veluntarios |Curva dosis-respuesta a 1a FHA
Tastigos y al Ag. fEfecto del suero
6 M 32 Sano PPD(-) Donadores voluntarios [Curva dosis-respuesta a la FHA
y al Ag. Efecto del suero,
7 M 30 Sano PPD ~; Donadores voluntarios {Efecto del suero.
8 M 32 Sano PPD{+ Donadores voluntarios {[Efecto del suero.
9 F 29 Sano PPD(+) Donadores voluntarios |Efecto del swero. .
1 Mol TbP de R INER Curva dosis-rospuesta a la FHA
y al Ag.
2 M 38 THP de R INER Curva dosis-respuesta al Ag.
ffecto del suero.
3,4,6,7 M 21-49 {TbhP de R INER Curva dosis-respuesta a la FHA
PACIENT y al Ag. tfecto del suero,
ENTES; 8,9,10,11,12,13] M [21-47 |Tbp de R INER Efecto del suero.
14, 15, 16 M {21-41 {TbP de R INER £fecto de! suerc de otra enferme
dad pulmonar (Hista plasmosis),
17, 18, 19, 20 M |22-46 [TbP de R INER Efecto del suerp y estimulacion
con FA. .

Th P de R = Tubbrculosis pulmonar de reinfeccién
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
Fitohemaglutinina

INER =
FHA =
Ag =

Antigena PPD




DATOS CLIN{COS DE LOS PACIENTES REACTIVOS Pppt

- 16 -
TABLA 2

CLASIFICADOS POR PRUERA DERMICA

Paciente
No. Edad Sexo | Rayos X Diagndstito Tratamiento
1 38 " fibrotdrax derecho, TbP de R avanzada y hemopti- inmunoterapla y antifimicos,
5is,
1 21 M Fibrotfrax derecho, diseml= | TbP de R nefrocascosa, excava- | Secundario
naclén a lébulo superlor da bilateral, activa, muy
lzquierdo, Fibrasis y ectaslas avanzada. Anemla nppormocltica
res{duales, hipocrémica.
3 W [ Destruccidn de! 18bulo supe- | TbP de R ayanzada de predomi- | Primario
rior derecho cton retraccidn nio derecho, Hepatitls alcdho-
de tréquea,Abdomen con gran Ilea.
distencidn de asas.
4 40 M Partes blandas, hemidia- TP de R avanzada bilateral Primario
fragma, mediastino aumentado, |y activa.
opacidades ¢n campos pleuro-
pulmonares, opacidades heterod
géneas en farma de destrozos
nodulares y de tipo exudativo, \
5 21 L] Hemit6rax derecha con formas | ThP de R avanzada bilateral. Secundario

de panal de abeja apicales.
Excavacidn parahiliar de

4 em de dldmetro aproximada-
mente,

Desnutricién,
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TABLA 2

CLASIFICADDS POR PRUCBA DERMICA

(continuacidn)

Paclente
No. tdad Sexo | Rayos X Diagnéstico Tratamiento
6 25 " Opacidad heterogénea, in- ThP muy avanzada, excavada Primario
filtrado micro y macronodu- bilateral activa.
lar en ambos vértices,Re-
glén subclavicular izquier
da con bordes gruesos, lo
que sugiere cavitacifn yre-
. traccién de la triquea a la
‘ derecha.
7 1} L} im§genes micraonodulares de TbP de R actlva, cxcavada, Primario
predominio {zquierdo y 18- bitateral avanzada,
bules superiores excavados, Desnutricidn de 2°grado,
Bronqulectas!as.
8 ] ] Excavaciones ubicadas en TbP de R activa, con mico- Primaria
{ los segmentos apicoposte- sis pulmonar,
' riores,
! 9 18 M Imigenes algodonosas, difu- ThP de R bilateral exudativa | Primario
i sas en ambos hemitdrax, de predominio durecho muy
) avanzada, probablemente
actlva,
10 11} # Opacidad homogénea TbP activa, qanglionar, enterd Primarlo
peritoneal, Derrame pleural,
Desnutricidn de 3er grada,
" 4 M Opacidad heterogénea bila- TbP de R hilateral mixta, Secundaria

teral, Calcificaciones
bilaterales diseminadas,

avanzada. Desnutricion de Jer
grada,

|
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maLa 2

DATOS CLINICOS BE LOS PACIENTES REACTIVOS PPOY  CLASIH ICADOS POR PPUFRA DIRMICA {Continuacion)

Paciente

No. tdad | Sexo ] Rayos X Diagndslico Tratamiento

12 47 ] imdgenes heterogéneas que ToP de R con discminacion Primario
ocupan practicamente todo

el pulmén derecho, més
acentuadas en 1a base.Tr§-
quea desviada hacia la de-
recha. Hemidiafragma izquier-
do aplanado.

bronconeuménlca.

13 37 M| Hemitdrax derecho con Thp de R avanzacdo blla- Primario
formas de panal de abeja teral,
aplcales . Opacidad hetero-
ginea,

14 13 M i Im&genes sugestivas de TbP actlva, hemoptisis, Primario
cavitaci®n en el 18buto su ancinia mode rada,
perior derecho. &n la re-
gidn hilisr imagen de
caviteaciSn de paredes grue-
sas, Elevacion de hemidia~
fragma izquierdo, En ambos
hemltSram se encontraron

f imigenes heterogéneas mal
definides en sus bordes.

15 H M| Leslones pradominantes en TbP Inactiva, fibrosis HAIN prot ionamida
hemitérax l2quierdo, La tré- [ v bronquiectasia y Rifampicina

quea y el mediastino estén

dusviados hacia e! lado dere-
cho. €l hem|diafragna lzquier
do desviado hacia arriba y en
el vértice [iquierdo presenta
una lesidn parenquimatosa des
tructive. -
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TABLA H

DATOS CLINICOS DE LOS PACIENTES REACT IVDS PPt CLASIFICADDS POR PRUEBA DERMICA (continuacidn)

Paclente
o, Eded | Sexo| Rayos X D iagndstico

Trawamiento

16 L3 " imfigenes miltiplas, con TbP de R avanzada bllateral
cavernas en amtus dpices, excavada v activa,
Tréquea hacia la derechs,

Secundario

17 22 M Opacided heterogénea con 18P de R muy avanzada, activa,
posibles zones de rare- Desnuirictdn,

foccion en spical derscha

e Infraclavicular lzqulerda.
inf{1trado micronadular con
fluente.

Secundario

18 46 M | Opacided heterogéna en re- TP de R mixta actlva,
glones parahllisres de pre-
dominio lzquierda, fibros!s
y 2onss radloldcidas.

Primar to

19 31 " Fibrotdrax derecho Retrac- ToP de A mixta y activa
cidn de la tréquea v zonas
redioldcides.

Primario

0 28 " Opacidad heterogéns en TP de Ractiva y avanzada.
reglones perahiliares. Desnutricidn,
Calcificaciones unilatera-
les diseminadas.

Primario

TP de Ra.Tulerculosis puimonar de reinfeccién.

Tratamiento primario: Midrezida del fcido isonicotinlco (HAIK), etanbutol, estreptomicina.

Tretamiento secundario: Cicloserina, rifampicine, protionamida,
M= Msculing
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Ant fgenos :

Para la Intradermorreaccisn se emﬁle& el Derivado Protefca Purlficado (PPP) de! Instituto Naclonal
de Higlene $.5. e  histoplasmina donada por el departamento de Ecologfa Humana de Va Facultad de -
Medicina UNAM, cortesla de las Dras. Taylor y Torlello. S$e utilizaron2 UT de PPD contenidas en un
velumen de 0.1 ml. Se aplicd tamblen histoplasmina & una ;oncer_\t‘racldh'de 17 ug protelna/0,1 ml,

En la prueba de transformacidh blastoide el antfgeno PPD fué ajustado a 1000 ug.protelna/ ml,
determinada por el método de Biuret (54), constituyendo 1a soluclén madre de trabajo a partir de la
cual se obtuvieron las diferentes dosis de estimulacldn empleadas.

Mitdgeno:

Se utllizd fltohemaglutinina (FHA) de) laboratorlo Microlab de México. La cuantificacidn se hizo

por el método de Bluret, ajustindose la concentracidn de trabajo a 500 ug protelna/ ml,
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Reactivos y soluclones:

Tados los reactivos utll)izados excepto los que se menclonen, provinieron de las laboratorlos Merck de

Méxlco, S. A.

Medio de cultivo suplementado para células

RPMI-1640 (GTbeo) en agua destilada . 87 m
Suero fetal bovino (Microlab). fnactivar a 57°C, durante 30' antes de usarjo, 10 mi
Solucidn de L -glutamina 100x (Gibco) . , 1 ml
Anortiguador HEPES (N-2 hidrdxido plperazina

N-2-§cido etano sulfdnico) (Sigma) ' 0.2 g

Esterilizar por flltracidn.

Haterlal de Incorporactdn:

. Timidina tritlada (BH-TdR) (New England Nuclear) huCt /mt

. Timidina no radicactiva (Signa){Timidina frfa) : 0.5g/1¢ P8BS
LTquido de Ceatelleo: ‘

popop (1,4 bis[2- (Svfenlloxazoll@-bencenoal’eni‘-oxazol“fen“ oxazaltl-fenil)

{Sigma) o 1.2 g

PPO 2,5 difeniloxazolil  (Sigma) 12,0 ¢
Toluena 3 000 m?
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SOLUC I ONES ¢

fmort Iquador de fosfatos (PBS) adiclonada con timidina no radioactiva:

tloruro de sodio (NaCl) B g
fosfato &cido de potasio (K RzPOh) . : 0.2 q
Fosfato dcido de sodlo dibdsico (NazHPohJZ HZO) 2.949
{loruro de potasio (KC)) 0.8q
Timidina no radloactiva (Sigma} , 0.5 g
A2ida de sodlo (NaN,) o 0.2 g
Aqua destilada c.b.p. . 1000 mt

Arortiguador de fosfatos adicionado con Tween {EL1SA) {PBS-Tween)

Tween 20 3.5 ml
Azida de sodlo (NaN,) : ’ ' 0.2 m

pas ' 1 000 mi

Amortlquador de fosfatos Tween-BSA {ELISA)

Albimina sérica bovina (BSA) ‘ 29
PBS-Tween 100 ml

Solucién de azul tripano

Azul tripano 0.bhg
Solucidn salina isotdnlca 100 mi
Solucidn de Acldo Tricloreacético {TCA) al § & 10%

TCA 546 10 q.
Aua lestilada ! 000 ml.
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gstudl'o Humoral:

La deteccidn de las Inmunoglobullinas en general, especlficas o no especlficas de la clase igG, IgM &
igA presentes en el suero de cada paclente, se hlzo por el método de Inmunodifusidn radial (55} vy la
determinaclén de la fqf por la ténica de mlcro-ELISA (36,. La deteccidn de la actlvidad especfflca
de las clases de inmunaginhulinas antl- Mycobacterfum se reallzd por el método de ELISA Indlrecto
{57), utilizando anti-1gG, anti-igh y antl~IgA humanas acopladas a fosfatasa alcalina {Vaboratorlo
Sigma), empleando BLE como antfgeno Fljado a la fase sSlida (58).

Para flnes de obtenc!én de tftulos totales de antlcuerpos ant!-Hvcobacterlum se prictico la prueba de
ELISA en sueros de pacientes y controles, usando un conjugado ¢on I\ntl-rhumana total marcada con
fosfatasa alcallna.

Estudlo Celular:

Se practicd la prueba de Intradermorreacclén{1DR) con PPD e histoplasmina, y el estudlo in yitro de

transformacion blastolde.

JDR: EY PPD fué adminlstrado en el antebrazo lzquierdo y la histoplasmina en el antebrazo derecho,
contenldos ambos antlgenos en un volumen de 0.1 ml. las reaccliones fueron lefdas a las 48 y 72 hs.

Se conslderaron como reactivos aquellos Individuos con Induracidn mayor de 10 mm.

PRUEDBA DE TRANSFORMACION LINFOCITICA: Se separd el paquete celular a partir de 10 ml de sangre perlfé-
rica colectada en tuho ectsril al vacfo (Vacutalner) contenlendo 0.2 m! de heparina {lab. Abbot

1000 Ut/ml)  Se mecc )3 bidn Ya nanare ton ol anticoagulante y se transfirlé a un tubo Falcon ¢on te-
niendo 10 ml de gradiente de ficoll-typaque {tab. Sigma) . Se centrifugé por 40 minutos a 4°C a 1700

ropan. oy fInalmente se separd el poguete celular el cual fué lavado 3 vezes con RPMIL Las células
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obtenldas fueron procesadas de la sigulente manera:

L% 3

Se cuatlficaron las células usando la técnlca de exclusidn con azul tripano y se ajustd la sus

pensidén celular 3 1x106 células/m! en medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con 10 % dv swuero

fetal de ternera, gentamicina { 50 ug/ml!) y Leglutamina,.

Se colocd | wl de la suspensidn en tubos de cultivo {Falcon) con una concentraclén final de

lxlO6 células,

Se Incubaren Jos cultivos a 37° C en atmdsfera himeda con CO2 al 5 % durante 5 dlas.

A una serle de tubos & las 24 hs de cuitivo se les adiciond el antfgeno PPD diluldo a diferentes
concentraciones (50, 100 y 150y g/PPD v se tes de}d Incubar hasta completar 120 hrs (4 dfas de

Incubacldn con el antfgens) y por ditimo se cosechd.

En otra serle de tubos a tas 4B hrs de cultivo se adiclond el mitdgeno FHA, variands 1a concentra-
clén de 25-200 ug de protefna segln el caso, y se dejd Incubando hasta completar 120 hrs anles de

la cosecha {72 hrs de perfodo de Incubacidn).

A tas 18 hrs antes de cosechar las células, se adiclonaron & ull de timldina tritlada (actlvidad

especifica 6.7 Cl/m mol. New England Nuclear) a tada tubo.

La cosecha de las células ce efectud por centrifugacién y el paguete celular obtenldo se transfirls

a filtros de pape! Watman No. 3,
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obtenidas fueron procesadas de la slgulente manera:

A, 3

Se cuantiflcaron las células usando la téenlca de exclusidn con azul tripano y se ajustd la sus
pensién celular a \1106 células/m! en medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con 10 2 de suero

fetal de ternera, gentamicina { 50 ug/ml) y L-glutamina,

Se colocd | ) de la suspensidn en tubos de cultlvo (Falcon) con una concentracidn final de

11106 células,
Se Incubaron los cultivos a 37° C en atmdsfera himeda con C()2 al. 5 % durante § dlas.

A una serle de tubos a las 24 hs de cultlyo se les adlciond el antlgeno PPD dituldo a diferentes
concent raciones (50, 100 y 150u q/PPD y se les dejd Incubar hasta completar 120 hrs (b dfas de

Incubacidn con el antfgeno) y por dltimo se cosechd,

En otra serie de tubos a las 48 hrs de cultivo se adlclond el mitdgeno FHA, variando ta concentra-
clén de 25-200 ug de protelna segin el caso, y se dejé Incubando hasta completar 120 hrs antes de

la cosecha (72 hrs de perfodo de Incubacidn).

A las 18 hrs antes de cosechar las células, se adiclonaron 4 uCi de timidina tritiada (actividad

especiflica 6.7 Ci/m mol. New England Nuclear) a cada tubo.

La cosecha de las células se efectud por centrifugacion y el paquete celular obtenido se transflrid

a filtros de pape! Watman No, 3.
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Se secaron los FiVtros con luz Infrarroja (IR},

Se lavaron las células con P8BS adicionado de timidina frla (pH 7.2),

Posteriormente se adiclond Acido tricloroacético al 5% y al 10% por varlos minutos cada uno,

Se fljaron las células con metanol al 70 3 y se dejaron secar con luz IR,
Una vez secos los flltros fueron colocados en viales con 1fquido de centelleo,
Se leyd ta radioactividad en aparato de centelleo gamma (marca Packard).

Para la lectura en el ‘aparato se usé un control de timidina radloactiva, Se hicleron, ademds,
controtes de células sin antfgeno y sln FHA, asT como un control de correccldn de lectura (blanco

de centelleo) contenlendo 10 m1 de 1fqulido de centel Teo.

3

los resultados se expresaron en cpm x 10 corregides con el blanco de centel leo, Se graficaron

para su correlacidn en tablas, asl como para la expresidn del fndice blastogénico.

El fndice blastogénico se determina por la relacidn de cuentas por minuto {cpm) de los cultlvos

estimilados, entre los cultivos no estimylados.

Cada cultivo fuc hecho por tripiicado y el resultado final expresa el promedio de 3 lecturas.



26 -

TRATAMIENTOS ADICIONALES:

Efecto del suero de pacientes tuberculosos no reactivos, sobre la transformaci6n blastoide de

células de paclentes tuberculosos reactivos, La actividad de Inhibicién por anticuerpos se -

realizb con la administracién de suero Inmune (paciente anérgico, suero autblogo y de otra en
fermedad pulmonar) a diferentes concentraciones (200 y hoo ug de prateina) a cada tubo -
con células, 12 hrs antes de la adicibn del antigeno o del mitébgeno, C(omo control de suero
se trabajb con suero procedente de suletos normales ppp-. Despuds de la Incubaclién con suero y
de sucesivas lavadas (3 a § veces), se siguld el mismo procedimiento de la transformaclén

blastolde descrito anterlormente.

Andlisls Estadistico:

Debldo a la heterogeneldad de las muestras procesadas se empleb una prueba estadistica no pa-
ramétrica conoclida como Mann-Whitney o prueba de U(59), 1a cual fue realizada en el sistema -
Interactivo de Anflisis Bloestadistico implementado en la computadora POP-1140 de la Unidad -
de Cobmputo de la Facultad de Medicina de 1a UNAM,
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RESULTADOS:

Los datos clinlcos de los 20 pacientes estudiados con tuberculosls pulmonar de reinfeccién en
su mayorla, estdn resumidos en la tabla 2,  Algunas otras Informaciones adicionales de labora-
torio, de aspectos no inmunoléglcos, se encuentran reportados en la tabla 3. En los resultados
de las pruebas generales Inmunolégicas (Tabla 4) se puede observar que todos los pacientes fue-
ron reactivos a la prueba dérmica con PPD, mientras que a la histoplasmina solo el paciente nd-
mero | fué positivo. La prueba de VDRL resultd negatlva en todos los casos. Los valores totales
de igG, IgM, & 1gA se encuentran dentro de los reportados como normales, con exepcién del pa-
clente nimero 2 cuyo valor de IgA se encuentra |lgeramente aumentado. Los datos encontrados
para C, estdn elevados en ta mayorfa de los paclentes, mientras que los valores de Cb estén
dentro del rango normal, exceptuando a los paclentes 1, 5, 8, 17 y 18. La protelna C reactiva
fué heterogénea en todos los paclentes, el factor alfa 1 antitripsina se encuentra disminufdo
en la mayorfa de los enfermos y el factor reumatoide fue negatlvo en todos los casos.

La presencia de antlcuerpos totales anti-Mycobacterlum tuberculosis en los pacientes, fué de-
tectada por el método de ELISA, La tabla 5 muestra los resultados obtenidos, El lote formado

con el suero de paclentes con tuberculosis mo reactiva (anérglcos) usado para el tratamiento

de Inhiblci6n con suero en la prueba celular de transformacién blastoide, dié un tftulo de antli-
cuerpos de 1:320, muy superlor & los alcanzados por los paclentes con tuberculosis reactiva,
cuyos titulos variaron del negativo a 1:80. El lote de suero obtenido de indlividuos sanos dona-

dores voluntarios nunca desarrollo respuesta frente al antlgeno PPD.

La respuesta de anticuerpos espec!ficos discriminando las diferentes clases de inmunoglubulinas
fué detectada tamblen por el método de ELISA utilizando un conjugado de fosfatasa alcalina con

la anti-lg espec!fica para cada clase. Los resultados se pueden ver en la flgura | donde se
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TABLA 3

DATOS NO INMUNOLOGICOS DE LOS PACIENTES ESTUDTADOS.

Pa;:‘;t.mte s BH BK 60 Cp 1™/ g)
1 Normal Leucopenia ++ Notmal . 9,27
2 Normal Normal - Hoymal Normal 7.02
3 Hipoglucemia Leucopenia - Normal G, lambliat 9.07
4 Normal Leucocitosis - Hormal E, coli * 6.27

¢ Tanbdia
5 Normal Leucopenia + Horma) . 10.0
6 Normal Norma ! + “Normal - 8.1
1 Normal Leucoci tosis + ~ Hormal £ coli 7.48
8 Normal Leucocitosis - Normal G. lamblia 7.07
9 Normal Leucopenia + Hormal - 6.32
10 Normal Norma} + formal £. coli 6.86
i Normal Leucocitosis - Normal - 10,36
12 Norma) Eosinofilia + Normal - 6.50
13 Normal Normal + Normal . 8,37
" Hiperglucemia Leucocitosis - Normal - 4.43
15 Normai Leucocitosis - llormal G.lamblia 7.3
16 Normal Leucocitosis + Novmal Trichuris sp 6,97
17 Norma) Leucocitosis + ' Normal G. lamblia 8,7
18 Normal Normal + Normal - 7.7
19 Hipoglucemia Leucopenia + Hormal €. coli 7.12
20 Normal Normal - Notmal - 8,31
QS = Quimica sanguinea + = fscasos
BH = Biometria hemitica ++ = Abundantes
BK = Baciloscopta « = Negativo
GO = General de orina +G, lamblia = (Giardia lamblia
Cp = Coproprasitoscépico *f. 01T = Escherichia coli
Pt = Protefnas totales T T
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TAY 4

DATOS INMUNOLOGI(OS vt LOS PACIENTF) E‘TUDIA“‘\

PACIENTE

PCR

C PPD WISTO VORL 16 Ig  IgA c3 c4
0.

1 (+) (+) () 260 143 257 63 97 4et+ () 89
2 (+) (-} () 235 221 28l 19 56  ++ () 79
3 (+ (<) () 180 249 219 27 42 {2y () 25
4 (+) (<) () 137 150 150 32 90 +es+ (-) 22
5 (+) («) {s) 203 259 204 22 105 {-) (-} 25
6 (+) (<) (~F 117104 113 1349 {4 () 22
7 (#) (<) {s) 158 134 163 20 80 4+ () €O
8 SO D) 5°150 143 32 105 s () 105
9 (4 4 150 137 4 65 o+ (-) 109
10 (+) 5. 197 213 35 55+ (<) 70
11 (4) 165 200 131 3 45+ (-) 83
12 (+) 1203 221 190 8 49 4+ (o) 48
13 (+) )41 156 % T4 ) () 1
14 (4 o) o 1 19 12 () () %
15 () () (s 201 188 192 23 53 (+) () 108
16 (+) (-) () 175 t23 211 25 48 (-} (-) %0
17 (+) ) ) 144 134 176 21 105 () (-) 25
18 (+) () () 124 150 200 25 97 e+ () 25
19 (+) () () 203 200 135 3 75 () (-} 8
20 (+) -y () 166 212 178 18 38 (<) () 22
Histo = Histoplasmina Valores Normales

PCR = Proteina C reactiva 196 = 92-207 Ul/m 3= 6-15 nl/ml

FR = Factor Reumatoide IgM = 69-287 UI/ML C4= 18-91 mg/d)
®,AT = Alfa 1 Antitripsina Igh = 54-268 Ul/m! AAT= 04-142 UT/m)

-} = negativo PCR: + ++ = positivo

+) = positivo +4, ++4+ = altamente positivo
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TABLA &
CUANTIFICACION DE ANTICUERPO ANT] - Mycobacterdium tubenculosdis,

TITUTO DE ANTJCUERPOS PACIENTE No.,
Negativo 5
1:20 3, 4, 6, 9,14,15,20
1:40 7,11,12, 16, 17, 19
1:80 1, 2, 8,10, 13, 18

SUERO ANERGICO: TITULO DE ANTICUERPOS 1:320
TECNICA ; ELISA 100 ug PPD,

LOS TITULOS REPRESENTAN EL INVERSO DE LA DILUCION
DEL SUERO.
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detecta que las diferentes clases de Inmunogfobulinas especlflcas no se encuentran incrementadas
en ‘los pacientes PPDY, cuyas D, 0, se asemejan a la de los individuos sanos PP’ . Ademds el
control de suero de pacientes anérgicos resalta los niveles muy elevados de lgG cuando comparado
con las lecturas obtenldas con los paclentes tuberculosos reactlvos.

Se investigé la dosis Optima de estimulacidn para el antTgeno y para el mltdgeno en 6 indl-

viduos sanos; 4 pPD* y 2 PPD” utlllzando curvas dosis-respuesta (Fig, 2), Se encontré que para los
sujetos sanos PPDﬁ las dosis de 50 y 100 ug del antlgeno PPD corresponden a los plcos mis sobresa
llentes de estimulacidn. La actividad de) PPD sobre las células decrece a la dosis de 150 ug y --

vuelve a aumentar con 200 ug. lLas células de los dos Indlviduos PPD™ no fueron capaces de respon-

der a ninguna de las estimulaciones a que fueron sometidas. Cuando los cultivos celulares obteni~

dos de estos sels Individuos sanos fueron estimulados con 25, 50, 100 y 150 ug de protefna del nl

tégeno (FHA) (Flg. 3) se encontrd que todos los sujetos presentaron sy mejor respuesta a la dosls

de 100 ug de protefna de FlA 1a cual constituyé la dosls de trabajo para el lote utlllzado.

Ensequlda se procedld a conflrmar sl estas dosls de estimulacidn Sptimas encontradas en los suje-
tos samos, tanto para el antfgeno como para el mitégeno, lo eran para células de paclentes pro*
con tuberculosls reactlva. La figura 4 muestra la respuesta de estos paclentes a 25, 50, 100 y 150
ug de PPD y la flgura 5 la respuesta a 50, 100 y 150 ug de protefna de FHA., Como se puede observar

las dosls de estimultaclon fueron conflirmadas en paclentes tuberculosos en ambos casos,

El efecto del suero sobre la transformacién blastoide Induclda por el antfgeno en células de paclen
tes con tuberculosls pulmonar reactiva fué estudiado en una poblacién de 15 paclentes {Tabla 6a y
6b). Sus célutas fueron preincubadas con 200 ug (Fig,6A, Tabla 6a) y 400 ug (Flg. 6B, Tabla 6b) de
protefna de tres diferentes sueros: andérgleo, normal y autélogo. Post incubacidn, fueron extens|=

vamente lavadas y estimuladas con 0, 50 y 100 ug de PPD,
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FIG, 1, DETECCION DE LOS NIVELES DE INMUNOGLOBULINAS ESPECIFICAS EN LOS INDIVIDUOS ESTUDIADOS, Se tra-
ba)d 1a prucba de ELISA con BCG como antigeno y utillzando un conjugado de fosfatasa alcalina
antl-lg especlflca para cada clase de inmunoglobullina, Las lecturas obtenldas del lote de sue-
ra normal con el que se traba)é fueron utilizadas como valores correctivos de densidad dptica.
En cada lectura, en todas las diluclones del suero de los pacientes PPDY (@), sus controles sa-
nos PPD° {a) y el lote de suero anfrglco (*) fueron deduclidos los valores Jdel lote de suero -
narmal,
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D EN CELULAS OF INDIVIDUDS SANOS.

Se traba}6 ia sangre estéril heparinizada de 6 sujetos normales; 4 ppot {0- -0)

y 2 PPQ” (=—m@) (ver grupo testigo tabla 1), Las celulas fuevon separadas pof

gradiente de Flcoli-Hypaque. Se lIncubaron con PPl a las siguientes dosis O, 25,
Se siqui® el procedimiente de transformacthn

50, 100, 150 y 200 ug/protelna.
blastoide descritao en material y métodas.
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CURVAS DE DOSIS-RESPUESTA AL MITOGENO FITOHEMAGLUTININA (FHA) EN CELULAS DE INDIVI-
DUOS SANOS. Se trabajé la sangre estéril heparinizads de 6 sujetos normales; 4 prDt
(0- -0) y 2 PPD" (®—8) (ver grupo testigo tabla 1). Las células fueron separadas
por gradiente de Ficoll-Hypaque. A las ]2 hr de cullivo se adadi6 el mitégena utl-

Jizando las dosls de 0, 25, 50, 100 y 150 ug de protcina de FHA. Se siguié el proce-
dimivnto de transfarmecién blastolde descrito en matorial y métodos .
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CURVAS DE DOSI5-RESPUESTA AL ANTIGEND EN PACIENTES CON TUBERCULOSO
AL PPD. Las células de 6 pacientes {ver tabla 1) sep

S PULMONAR REACTIVGS

aradas por gradiente de Ficoll --

fueron Incubadas con antlgenc PP o las dasis de 0,
de protelna y procesadas para transformacitn blastoide como

(u) de

e paréntesis represertan cad

10, 25, 50, 100 y 150 ug
sp indica en material y mé-
cada dosis de estimulactéin
a iadividut trabajada.
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CURVAS DF DOSIS-RESPUESTA AL MITOGEND [N PACIENTES COM TUBERCUL 0SS PULHONAR REACTIVOS
AL PPD. Las v&lulas de & parintes bver tabla 1) spparadas por gradiente de Ficotl---

Hypague, Fueron cultivada omoaitfnean (FHA) durante 72 hrs con dosis de 25, 50, 100
y 150 g de protebnn de FA y proresadas para transfarnactén blastoide como se indica
en material ¢ ooetode.. Law hanas horizontales (Lindican la media (q) de cada dusis

do entimglacitn del mithgeoo 3 los nimeros en los piade ‘pyis reptesentan cada individuo
teaba pada,
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EFECTO DEL SUERO SOBRE LA TRANSFORMACION BLASTOIDE INDUCIDA POR EL ANTIGEND EN CELULAS
DE PACIENTES PPD* CON TUBERCULOSIS PULMONAR. La figura representa la media (9 de 15
pacientes. Las barras de la [zquierda en anbas graficas representan controles de célu-
las (€.C.) y los controles de estimulacién con el antlgeno {50 y 100 ug) sin incubacién
con suero. Las barras de la derecha representan a los cultivos celulares que fueron
incubados 12 hrs con 200 ug (A) y 400 ug (B) de protelna de los sueros anérgico {Aner.),
normal y autélogo (Aut.) Post-incubaclén las células fueron lavadas varias veces ¥y
posteriormente estimuladas con 0, 50 y 100 ug de PPD. La prueba no paramétrica U de
Mann-whitney demostré que existe diferencia estadlsticamente significativa {+) rara
exX 0.01 entre las células Incubadas con suero anérglco v el control de estimulacidn;
mientras que las células tratadas con los sueras normal y autélogo no presentan diferen
cia cuando son comparadas con el contral de estimulacién. -
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TABLA 6a. INCORCORACION DE 138020 A [RITIADA (CPM) POST TRATAMIENTO DE LAS CELULAS CON 200 ug PROTELA DE SUERQD.
Prcfente  Estimulicion O 50 100 0 s 100 o 50 100 0 50 100 50 tantrol Pt
Ho. ug/PPD 190 ug
Tratamiento .
con suers S — Anrérgico Hormal Autélogo Hista, i
2 8 900 33 827 N LA 7 614 7870 1t 874 33 743 45500 @ 671 29 111 2y e4z - a4 Q85
3 9 061 25 814 21 e i 9 970 12 235 11 580 22 85Q 16 €% 10 330 19 160 I} 775 - 43 630
L] e e 217y 2y 10410 f. 690 14 120 31 615 28 M9 12 700 20 820 271 ubd . 36 28%
5 11 500 33 767 31767 & 27 1A 5160 16 40 17 M0 29 543 27 11} 18 510 26 851 29 84x . 43 an
& 9761 45 403 29 331 6 R 3030 6685 1) 678 32 192 29 0wp 1R 2N 382 2420 - a4 247
? 13930 41 0RO 7 027 2 Y0 18305 &1 952 1) 656 3y %67 62 €97 12 893 §7 590 60 &7 - rearn
8 11366 40 159 84 870 &0 14 218 10 001 13 409 3§ 138 61 07 10 44 4/ 056 GO |67 - +7 362
9 10000 43 352 40 115 - 17 4 - - 41 532 - - - - . 40 522
10 9000 35 741 29 613 - R 2] - - 10 421 . - - . - 9 052
it 6 845 37 80 7 310 21 660 - - 33 550 - - - - ER T
114 6190 13760 34 280 - 7 000 - - A4 500 - - - - - 30 6ES
13 g 120 20428 n 38 ta &yy B - WS - - - - '3 4e
" 12 077 24 753 24 781 - s 590 - - 26 020 - - 14 970 .- 14 24} 73 801
iy 10 510 66 127 5§ 1H9 - & L60 - . 48 121 - - §7 - N €4 20
it - 9318 oy Nl - 13 an - - 4 97 - - 8 1R RN 5 2 | NS 1
u 9 957 1w 2lL MWL FE L 3700 11 697 13 1683 30Nl 38 M2 13 387 34 3652 34 3 24 728
S V3 ATy VIO 26 5 7RG 6 P64 908 10 %20 16 623 2 A32 14 958 12 50 et -
KOTA: Con 1as cédulas del paciente nicgra 1, s8io se #o s in Corvas de dosis-respuesta 81 artlgono y a) mitdgenn.

HESTN s suera de pacinnte con histor T ey,

(-}« no se prcess.
HIA « fitphengglutning,
8 o dedig pebiagongl,

5 o desrianiha estandar.
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[} 11 %6 40 1t b4 AXD
1 10 000 43312 M08
0 ¥ 000 35 141 13612
i1 [ 1 31 8% 21310
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12 I 20 136 et
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AN
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R tien oot Yess Lo cesrral deoof utas sin trataniento con suero, nioestinelacion
con el antigene: 2. ootrol do estimulacion del antlgena, el cual ropresenta las células esti-
muladas con 50 y 100 ug de PPD, sin incubacién con suero; 3.- controles de sueros, en donde fas
células solo vecibivien trataniento con suero, sin ser semetidas a estisulaci6n con el antfgeno.
Se observe que 1 suero anérgico tiene un efecto inhibiterio sobre la transformacion blastoide
tanto en las 6 tulas incubadas con 200 ug as! como con 400 ug de protefna del suero. Esto se
pone de maniiiesta al observar que las células incubadas con este suero (Fig. tA y 0B) presentan
cuentas por minuto tan bajas coso 1as del contro) de células, La iohibicidn producida en las
células rstinubadas con 50 ug de PPD e incubadas con 400 ug de protefna del suern anérgico,

asf como en aque flas estimuladis con 100 ug ¢ fucutadas con 200 y h00 ng de protefna del mismo
suero, cuandn comparada con el control de estinglacion es estadlsticacrente diferente {Tabla 7)
segan el andtisis reatizado por 1a prueba U de dann Whitney parae=0.01, o incluso hasta para

o0 = 0,001, Los cultivos cePulares tratados ron siero normal y autSlogo no muestran ningdn
cambin en su transforeacior Vinfocftica, Estes requltados no son estadisticamente diferentes
para ninguoa de 1os dos cases [ 1abla 7) wi siguiery para o= 0.1, en comparacite con el control

de estimalacion, sequn 1a prusha de U,

Por otro Tado se encontrd gue 1a fncorporaci®n de timidina H3 Tdr del control de células en
comparacion can 1os controles de zucras son muy simltares, por 1o gue no revelan diferencia

por la prucba de U con of =01 o Q.01.

El efectu del sucro cobre 1a trapsformaci€n blastoide inducida por el antfgeno en células de
Individuys sanos Tas detarminada {(Fig, 7A4 v 7R, Se siqgulé el procedisiento descrito ante-
rlormente 7 como s chserva en ambas Tiguras el fenémeno de inhlibicién de la transformacion

f +
blastaide co proascpeta noevamente cuandn bas célolas de los individuns sanos PPY son puestas
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TABLA 7

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS EXPERIMENTOS DE TRANSFORMACION BLASTOIDE CON PACIENTES TUBERCULOSOS PPD* OBTENIDOS

CON LA PRUEBA U ODE MANN WHLITNEY,

Estimulacién Tratamiento Comparaciones Estadistico ¥ Tabtas W ok Interpretacidn
ug /PPY ug/proteina
suero
nl vs n2 " 75 0.01 -
200 nl vs nd 83 86 0.01 -
0 nl vs nd 83 86 0.01 -
nl vs n2 13 86 0.01 -
400 nl vs n3 79.5 86 0.01 -
nl ys  nd 80 86 0.01 -
nloys o2 146 169 0,01 -
200 Movw o nd a3 169 0.01 ~
v o 8 117 0.01 .
nl vy 0 7 9 0,05 .
50 . '
nlooes n2o 105 86 0.01 *
400 nl v nld 68 86 0.0! -
nl v o4 53 86 0.01 -
nl v n2 103 86 0.01 *
200 nl vs nl 53 86 0.01 -
ntovs nd 63 86 0.0t -
100
nt vs n2 225 169 0.01 *
400 nl vs nd 123 169 0.0l -
al  vs nd 91 117 0.0} -
nl vs nb 7 9 0.05 -
nl = Control de estimulacifin n% = Tratamientn con suero histoplasmaso
n2 = Tratamiento con suero anérgico * = Diferencia estadisticamente significativa
n3 = Tratamiento con suern normal . = Diferencia estadisticamente no significativa
nd = Tratamiento con suero autdlogo =~ Grado de confiabilidad,
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Fig. 7.~

EFECTO DEL SUERD SOBHF LA TRANSFORMACION BLASTOIDE IRDUCIOA POR EL ANTIGENG EN CELULAY
DE (NDIVIDUOS SANDS, Se trabajd con una poblacién de 7 sujetos ngr~ales; la raya pun-
lpada l+=~) representa 1a medld (@) de tos cuatro individuos sanos #PDY, y ta taya
continug {==) la media (B) de Jos tres sujetos normales PPD™. Las ~#lulas tueron ircu-
badas 17 he con 200 ug (A) v KOG ug {B) de protelnas de tos diferertes sueras. Post---
incubaclén fueron lavadas verias veces y posteriormente ostimutadas son 50 y 100 ug de
PPD. La prueba de U demosted diferoncia estadfsticamente significatica (%) parae =0.0%
entre fas células de Individuos PRO* incubadas con suero anérgico (5= -0} y el cuntrol
de estinslacitn con el antlgenn sin tratamiento con susro (@- -@); =ientras que fas
chlulay tratadas con suern normal @ -G, y con suero autdlogn {A- -4 no presentan di-
ferenc 12y comparadas con ol tont rol de estimulacifn,
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en contacto con el suero andrgico. Para <4 = 0,05 la diferencia entre estas c&lulas y el con-
trol de estimulacién es significativa (Tabla 8) por la prueba de U. Ademds las células de estos
individuos, que fueron tratadas con suero hormal y autélogo tampoco fueron afectadas. Por otro
Jado, las células de los pacientes sancs PP no respondieron a la estimulacién con el antfgeno,
ni presentaron cambio en su transfarmacion cuando fueron Incubadas con los tres diferentes

tipos de sueros utilizados {Fig. ?A y 7B},

Para caractorizar si el suero de sujetos con altos titulos para otra enfermedad pulmonar intra-
celular de nosologfa similar,como es la histoplasmos Is,era capaz de Inducir el mismo efecto
mantflésta por los sueros de pacientes con tuberculosls anérglca, se procedié al tratamlento
de Incubacién con suero histoplas~oso durante la transformacién linfocftlica de las células de
paclentes tuberculosas reoctivos (Fig. #A y 8B, Tabla ba y 6b}, Cuando estas fueron prelncuba-
das con 200 y 400 ug de protetna e suero histoplasmose vy posteriormente estimuladas con 50 vy
100 ug de PPD, se observé en las zélulas Incubadas con este suero una disminucian én la Incorpora«
cion de timidina tritiada, aunque no de Ta misma magnitud que la que presentan las células
tratadas con el suerv especlfico de paclentes anérglcos. El andlisls estadistico refleja que

la diferencia entre el efecto del svero histoplasmoso y el control de estimulaci6bn no es esta-
disticamente significativa para «=0,05 {Tabla 7). Nuevamente los sueros normal y autélogo no

presentan efecto inhibltorio.

Para verificar si el efecto de suero era especlfico y que ademss no alteraba la reactividad de
las cdlulas a otras substancias,co~o por ejemplo a la accién de mitogénos, se realizé una serle
de experimentos en los cuales las c#lutas de paclentes reactivos al PPD, fueron lIncubadas con

0, 200 y 400 ug de protefna de los sueros anérgico, normal y autélogo y posteriormente estlmuladas
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TABLA %

AMALISIS ESTABISTICO DE LOS [¥PERIMENTOS OE TRANSFORMACION BLASTOIDE CON INDIVIDUOS SANOS OBTENIDOS CON LA
PRUEBA U DE MANN WHIINEY.

Estimulacidn Tratamiento Comparac iones Estadisticc V Tabla U ol Interpretaciones
ug/ppPD ug/proteina
suero
Moovs n2 16 15 0,05 *
200 anloovs o onld 9 15 0,05 -
al oys nd 8 15 0,05 -
50
Moo a2 16 15 0.05 *
400 nlo¥y nl 12 15 0.05% -
noow nd T9 15 0.08 -
nl ¥ n? 16 15 0.05 *
200 nl  vs nd 10 15 0.05 -
nl ¥s nd 9 16%. 0.05 -
100
nil v n? 16 15 0,08 bl
400 nl ws n3 9 15 0.05 -
nl wvs n4 8 i5 0.05 -
nl = Contro} de estimulacibn
n?2 = Tratamiento con suero anérgico X .
n3 Tratamiento con suero normal
Tratamiento con suero autbélogo

Diferencia estadisticamente significativa
Diferencia estadisticamente no significativa

firado de confiabilidad,
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FiG. 8.- EFECTO DEL SUERD DE UNA ENFERMEDAD RELACIQNADA (HISTOPLASMOS1S) SOBRE LA TRANSFORMACION

BLASTOIDE INDUCIDA POR EL ANTIGENO EN CELULAS DE PACIENTES pp0O* CON TUBERCULOSIS PULMONAR,
La fiqura representa la medla (@) de 3 pacientes. Las barras de la {zqulerda en ambas gré-

Ficas representan controles de células 1CL} y el contrnl de estimulaci6n con el antlgeno
(50 y 100 ug) sin incubaci®én con suero. Las barras de la derecha representan los culli=
vos celulares incubados 12 hi con Tos sueros anérgico {Arer,), normat, aut6lnogo (Aut.) v
el proveniente de pacientes con histoplas=asis (Histo.). La figura (A) muestra las célu-
las Incubadas con 200 ug de protelna de las sueros antes menc ionados y estimuladas con
50 ug de PPD. La flgura (B) representa las células incubadas con 4Q0 ug de protefna de
los diferentes sueros y estimutadas con 120 ug de PPD.
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COMPARACION DEL EFECTO DEL SUERD INMUNE SOBRE LA TRANIFORMACION BLASTOIDE INDUCIDA POR
EL MITOGENO (FHA) Y POR EL ANTIGENO EN PACIENTES PPD* CON TUBERCULOS!S PULMONAR. Lo -
figura 9A representa la media {T) de 7 pacientes cuyas c&lulas fueron preincubadas con
200 y 40O ug de proteinas de lou sueros anbrgico (Arer. ), normal y authlogo (Aut.) v -
estimuladas con 100 va de proteing de FHA, La Figura 4 representa Ya media {T) de¢ 3
pacientes cuyas célutas tueron preingubadas carn B0 L de proteinas de los sueras antes
menc fonados y estimulados con 100 ug de pruteinag  de #93,  La pruehs de U denostrd, que
existe diferencia ostadistivamente singiticativa (77 - ra 06 =0.05 entre lao célutas -
incubadas con sucro anfrgico y el control de estimulac inoconfPD; nientras que tas ob-
Tulas estimuladas con FHA no presentan diterencias coodo son comparadas con ol control
de entimulacitn,
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con 100 un de proteina de fltohemaglutinina (FHA) (Fig.34}, Estos cultivos celulares no
fueron inhibidos por el suero anérglco como sucede cuando son {ncubadas con este suero y esti-
muladas cun el antlgeno PPD (Fig, YB). La observacién de la flgura9 A pone de manifiesto que
no existe diferencla en la Incorporacién de timidina tritiadaentre las incubaciones con los
diferentes sueros, incluso el anérgico, y el control de estimulacién con FHA; mientras que

en las células incubadas con estos sueros pero estimuladas con PPD, se replte el fenémeno de
inhibicién inducido por el suero anérgico y por tanto la diferencia es estadlsticamente signi-

ficativa para ol= 0,025,

Este Gltimo planteamiento se corrobord en Individuos sanos ppp* donde tamblen se observé el
efecto especifico que tiene el suero anérglco sobre la transformacién blastolide de células
reactivas al PPU. En la figuPalOA se puede ohservar que las células incubadas con 200 y 400 ug
de proteina de suero anérgico y estimuladas con FHA no ven afectada su capacidad de transfor=
marse, por lo tanto su incorporacién de tiridina tritiada es comparable con el control de
estimulacion con e) mitogeno. Sin embargo, ltas células que estuvieron bajo tratamiento con
suero anérgico y con posterior estimulacién con el antlgeno (Fig.108) presentaron {nhibicién
con diferencia estadlst icamente significativa en comparacién con el control de estimulacién
de} antlgeno para e{= 0.025. lLos cultlvos célulares incubados con los sueros normal y -
aut6logo que fueron estimulados con PPD no presentaron camblo en su Incorporacién de timldina

en comparacién con el control de estimulacién del antfgeno y el mitégeno.
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COMPARAC ION DEL EFECTG DEL SUERD [HMUNE SOBRE LA TRANSFORMACION BLASTOIDE INDICIDA POR
EL MITOGEND (FHA) Y POR EL ANTIGEND (PPD) EN INDIVIDUOS SANDS., La figura 104 representa
la media () de & individuos sancs cuyas células fueron preincubadas con 200 y 400 ug

de protefna de 1us sueros ankrgico {Aner.}, normal y autblogo (Aut.) vy estimuladas con
100 wg de protefna de FHA () 13 figura 10p represcota ta media (T) de los 5 ladi-
viduoy sanos cuyas células fuerwr incubadas con 200 y 400 ug de protefna de los sueras

¢ estimyladas zon 100 vg de PPU E). La prueba de U demostrd que existe diferencia
estadisticamente signlficativa /-1 para & »0.05 ertre las cé&lulas incubadas con suero
comtrnl de estimsfacifn con PPD; mientras que los cultivos celulares some-

anéraico y el ¢
Lidn. al misess tratamiento pero estimulados can FRA ne presentan diferencias cvando se

comparan con el wontrol de estivotacién,
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DISCUSION

La tuberculosls constituye uno de los modelos de Infeccidn Intracelular donde la respuesta Inmune media
d. por células ha sldo primeramente caracterlizada y ha ocupado especial atencién por parte de una am--
+1ia gama de especlallstas, El estudlo de la respuesta celular en este padecimiento ha generado muchas
Interrogantes, se observé por ejemplo que habla pacientes con tuberculosls que no eran capaces de res-
ponder a la Intradermorreacclién con PPD, nl a pruebas celulares In vitro, Este hecho aunado a una res-
puesta humoral aumentada concurrfa con cierta frecuencia a un desenlace crltico de la enfermedad, lo -
que constltula una herramienta para la caracterlizacidn de mal prondstico en la tuberculosis. Ya desde
1966, Hellman y Mc Farland (53) proponen una posible alteracién en el suero de estos pacientes, la - -
cual no permite la respuesta adecuada de las células comprometidas con la respuesta celular, Ellos re-
portan Inhlbiclén de la transformacidn blastoide por el suero de pacientes con tuberculos!s moderada--
mente avanzada, Sin embargo el hecho de que este suero es puesto en contacto con las células durante
todo el transcurso del experimento hace dudar del efecto Inhibltorlo de &ste, y se podrfa pensar que
mas que Inhiblclén, hubo una falta de estimulacidn de los !infocltos por ausencia del antfgeno, ya que
éste al ser adminlstrado estarfa slendo neutrallizado por el suero, La baja casuisticaja falta de con-
troles adecuados, aunado a que este suero en algunos casos Inhibe la transformacidn de células de do
nadores sanos PPD" y de paclientes con tuberculosis cuando son estimuladas con el mitdgeno FHA, pone en
duda la especificidad de la Inhibicién encontrada, y justiflca la bdsqueda de evldencias mids contun~
dentes que identifiquen el papel real de los anticuerpos en la tuberculosis, ya que a ellos no se les
reconoce nlngin papel protector y hasta hoy son mal utilizados en el dlagndstico, Partiendo de estos
antecedentes sc planted este trabajo, tomando los culdados debidos para descartar las crfticas hechas

al trabajo de Hellman y cols.
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Oentro del contexto de este estudlo se caracterlzaron los aspectos {nmunes generales, asl como las ca-
racter{sticas clinicas de los pacientes estudiados, £l estudio de los aspectos inmunes generales, apor
té datos que ameritan discusidn, Se detectd que los valores para C3 se encuentran muy elevados en los
enfermos, con excepcldn de los paclentes ndmero 6 y 12 (Tabla 4), to que no sucede para C“. fomo se sa
be el complemento es el mediador humoral primario de las reacclones antfgeno-anticuerpo e interviene
principalmente en las reacclones citolfticas especificas (11).la unidad C3 es la protefna mis versdtil
de las muchas que componen el sistema del complemento y particlpa en la activacién de la vla cldslica y
de la vla alterna, ademds se sabe que es precursor de fragmentos actlvos que presentan ampl!ia gama de
actlvidades bloldgicas, como el sz que no solo partlcipa en la opsonizacidn, sino que tiene gran ac-
tividad dentro del sistema del complemento., Se ha reportado que su deficlencla Incrementa la suscepti-
bilidad del paciente a las tnfeccliones (60,61 ), pero no se ha caracterizado el signlficado bloldgico
de su aumento, En la Infeccidn tuberculosa, Mc Murray y Echeverri han reportado que los valores de
03 se encuentran dentro del rango conslderado como normal en los paclentes tuberculosos reactivos, co-
mo en los no reactivos {anérglcos} (b2}, Sin embarga ne podriamos descartar la posibilidad de que la

elevacion de ¢y podrTa ocasionar dafio lnmune, producide por su fllacién inespecifica en las cdlulas, lo

que facilita ta Visis celular provocandose asf el dado.

0tros pardmetros séricos estudiados fueron el nivel de proteina € reactlva y la presencla de {1 anti~
tripsina (o AT) . Se encontré que los pacientes presentan tanto valores negativos (9/20), positivos
(5/20), como altamente positivos (5/20) para la protefna C reactiva, 1o cual no es raro si tomamos en
curnta que esta proteina esta presente en el suero como indicador de un proceso inflamatorio. Los va-

lores de oAT |, en el 75% de los pacientes se encuentran disminuldos, se ha reportado que esta pro--
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teTna previene la respuesta de antlcuerpos y la sfntesls de DNA en los linfocltos {63,64) ,Tamblien se
sabe que las antliproteasas, entre ellas ja a1 AT tlenen un pape! {nmunorregulador en la eintesis de

antlcuerpos (65),

La respuesta humoral en paclentes con tuberculosls es bastante lrreguiar, Anticuerpaos ant|~H. tuber =~
culosls estdn presentes por lo general en bajas concentraclones contra diferentes antlgenos de M, --
tuberculosis (B6), Por otro lado se han estudlado los camblos que existen en las protefnas séricas y
en particular ias |nmunoglobul lnas totales en la evolucldn de la Infeccidn,los reportes al respecto -
tlenen clerta discrepancila, se ha encontrado un aumento de lgA en paclentes con tuberculosls pulmonar
activa (67) mientras que otros autores reportan valores conslderados como normales para este tipo de
paclentes (11,62) En el presente estudlo se encontré que los valores totales de IgA, Igh e IgG no es-
tin alterados (Tabla 4), con respecto a la actlvidad de las Inmunoglobulinas especlflcas detectadas
por la t€cnica de ELISA, tampoco se identificd alguna alteraclén marcada,

Sin embargo en paclentes con tuberculosis millar, o sin resﬁuesta a la prueba Intradérmlica con PPD, «
se ha visto que los valores de Igh (67) e {96 (62) se encuentran aumentados slgnlficat|vamente con res
pecto a los controles sanos y a los pacleﬁfes con tuberculosis pulmonar, Por otro lado el tftulo pro-
medlo de antlcuerpos anti<PPD por la técnica de hemaglutlnacién para paclentes con tuberculosls pulmo-

nar actlva es de {28 y de 1,256 en paclentes con tuberculosts mitlar (67)

Entre 1os muchos Indicadores de infecclsn tuberculosa quizd uno de los mis utllizados tanto en dlagnds
tico, prondstico y en estudio epldemioldglico de prevalencla de tuberculosis, es la evidencia de reac-

cién cutinca al PPD, que suglere en los casos de respuesta posttiva un contacto con M, tuberculosls ,
sea por una Infeccldn natural o por una inmunizacidén artificial, slendo critico en el dlagndstico, la

convers ién de un sujeto negativo {PPD”) a reactor positive (PPD*). Aunque la respuesta al PPD es wuna



herramienta muy dtil, es sabido que existen tanto Indlviduos sanos como enfermos tuberculosos que sis
temiticamente responden negativamente a la prueba cutdnea, En los individuos ppo* los linfocitos T que.
dan espec{ficamente sensibilizados . Cuando estas células  son sometidas a la prueba de trans-
formacidn blastoide, utilizando PPD como antlgeno, son estimuladas y entran en divisidn acelerada au-
mentando la sintesis de DNA,por lo que incorporan timidina que se encuentra en forma radiactiva marca-
da con tritio (M -Tdr ). Esta Incorporacidén se maniflesta en el aumento de cuentas de marcas radlac
tivas por minuto detectada en un contador de centelleo, Esto no sucede cuando hablamos de Individuos -
que nunca han estado en contacto con el microorganismo, de ahf que sus células no se encuentran comprg
metidas, lo que se refleJa en poca o ninguna respuesta a la Intradermorreaccién y bala incorporacidén =
de 3H-Tdr. Por lo general ,las pruebas de transformacién blastoide se realizan con un control positive
de reaccldn,uti!izando un mitSgeno . sustancla que estimula Inespeclfficamente la divisién celutar,en »
particular de linfocitos, y que a diferencla del antfgeno, no requleren de un huésped sensibilizado ,
De ahf que las células de los Individuos sanos son estimuladas por el mitdgeno fitohemaglutinina,

sea que provengan de indlvlduos clasificados como PP* o PPD”

En tos paclentes con tuberculosls, la respuesta a la prueba cutdnea corresponde a la forma polar reac-
tiva de esta enfermedad, mlentras que su ausencla es caracterlstica de la forma polar no reactiva(g),.
La reactlividad cutdnea que define el comportamlento polar de los pacientes con tuberculoslis es refor-
zada por la prueba In vitro de transformacl6n blastolde ,donde es sabldo que Jos pacientes anérgicos
no responden a la estimuylaclén In vitro con el antlgeno y es muy variable su respuesta a diferentes -

mi tégenos (67).

Para trabajar con el antfgeno PPD tuvimos que estandarizar la désis Sptima de nuestro lote de PPD por

medio de curvas désis-respuesta, primero en Indlviduos sanos (Flg., 2) y después en enfermos con tuber-
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culosls (Fig.4)En ambos casos se vid que el Incremento en la Incorporacién de timidina tritlada corres-
pondla a las désis de 50 y 100 ug de PPD, cuya representacldén en las grdficas corresponde a los puntos
mas altos., Se conoce que e! PPD es un antlgeno con accién mitogénica, algunos autores reportan como -

dos s mitogénicas las concentraclones de 50 ug(68J sin embargo en este estudio se encontrd aque la trans

Tormaclén blastoide en las células de Individuos sanos PPD” no se presenta con ninguna de las dosis

uttlizadas (Flg. 2), por lo que se descarté la posibilidad de que la estimulacidn encontrada en los lin
' +

focTtos de Indlvlduos sanos (Flg. 2) y paclentes con tuberculosls (Fig. 3), ambos PPD",correspondieran

auna accldn mitogénlca de! lote de PPD trabajado.
la existencla de un espectro Inmune en la tuberculosls, donde la relacién entre la respuesta humoral -

vy celular es Inversa, nos ha permitido pensar en los antlcuerpos como parte Importante en la regula--
clé6n de esta enfermedad. £sto no qulere declr que sean los dnlcos factores séricos Involucrados en la
dlsminucidn de la respuesta celular, puesto que se conocen otros factores séricos como Ja q,'AT, la -
protefna C reactlva, aglobullna, .« fetoproteina, que tamblén producen este efecto{37,64,69,70).Sin em-
bargo en este estudlo se detectaron niveles bajos de [nhibidores Inespeclficos comé 1a protefna C reac

tlva y la a AT,

1
£] que la transformaclén blastolde de las células de los pacientes react!vos con tuberculosis solo sea
Inhiblda por el suero de paclentes tuberculosos no reactlvos al PPD, nos ha permitido pensar en el com
ponente especlfico, los antlcuerpos,como responsables de esta Inhibici&n, Como el efecto podrfa ser de
pendiente de la concentracldn de protefna en los sueros,se trabajaron dos dosis: 200 y 400 ug, El he-
chn de que la Incorporacidn de 34 1dr de los controles de células y los controles con linfocltos mas =
suereys sea slmblar, Indica gque los sueros por sl mismos no tlenen ningdn efecto sobre la transformacién
blastolde de estas cétulas { U estadisticamente no sifnlficatlva, Tabla 7). Por otro lado,el control -

de estimulactdn sin Incubacién con suero ha permitido comprobar la capaclidad reactiva de las células -



frente a la estimulacidn con el antigenc, Las Incubaciones con suero normal y el proveniente del mismo
paciente trabajado {autélogo) no Interfleren con la transformacién blastoide de las células, hecho que
se revela al observar que Ya incorporaclén de 3H Tdr de estos cultivos y el control de estimutacidn es
similar. La dnica Incubacién que disminuye la incorporacidn de timidina tritiada y por tanto inhlbe la
transformacién blastoide es la del suero Inmune procedente de {ndividuos anérgicos, el cual como ya se

reportd, es el dnlco que tlene un alto tltulo de anticuerpos antl-Mycobacter{um tuberculosis (1:320),

Como se recordard Yos sueros autSlogos nunca alcanzaron tTtulos mayores de 1:80, y el suero normal dié

tftulo negatlivo (Tabla 5).

Al anallzar los datos encontrados por 1a prueba estadlstica de U se detectd que 1a combinacién 200 ug
de suero anérglco con 50 ug de PPD es menos eficaz en la Inhiblcidn blastoide de las células de los pa
clentes, ya que es sdlo estadlst]camente signiflcativa para o= 0,05, mtentras que Vas combinaciones
de 400 ug de sucro anérgleco con 50 y 100 ug de PPD, asl como la de 200 ug de suero anérglco con 100 ug
de PPD Fueron estadfstlcamente significativas para & = 0,01 (Tabla 7).

Tamblén se reallzd otro contrnl donde las células fueron estimuladas con e) mitigeno FHA, para compro-
bar la viabllldad de estas al finallzar el tiempo de cultlvo, asf coma su reactividad a otros eg

timulantes {Tabta 6a y bb).

Se ha pensado en los antlicuerpos como parte clave de la tnhibicién encontrada, porque con nuestra estra
tegia se les compromete fnt imamente como responsables de la inhiblcién, ya que una vez cumplido el pe-
rfodo de Incubacidn con lous diferentes sueros, las células son lavadas extensivamente, partiendo de) -
supuesto de que los antlcuerpos presentes en alta concentracidn en el sero anérglco Interaccionarian -

con  las células provenientes de paclentes reactivos, Como se puede observar »n Ta figura | estos - =
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antlcuerpos ant[-M, tuberculosls no estdn presentes en el suero normal y lo estdn en muy baja concen-
traclén en el autélogo, Lo descrito anterlormente no sucederfa en las células Incubadas con estos sue
ros, por lo que no habrla nada que Interfirlera en su transformacién cuando fueran estimuladas con el
antTgeno, Ademis, las lavadas serladas eliminarfan los antlcuerpos libres en exceso,asi como,cualquler
otro factor sérico que pudiera Inhibir Inespeclficamente la pruebs celular. Newberry y col (7)) tam-
blén sugleren que los antlcuerpos pueden ser los responsables de la inhibleidn de la transformacidn
blastolde In vltrc de células de paclentes con histoplasmosis crénica, Aunque basados en el mismo --
planteamlento, Incurren en el mismo error del trabajo de Hellman antes menclonado. En ambas Investiga-
clones las células estdn en contacto con el suero durante todo el tlempo de Incubacién del exparimento,
por lo que nuevamente queda en duda sl realmente hubo Inhibicién o el antlgeno se vIé neutrallzado por
los antlcuerpos presentes en el suero, de tal forma, que no hubo acceso de antfgeno a los receptores ce
lulares disponibles , las células no pudleron ser adecuadamente estimuladas y por tanto no hubo trans-
formaclén, Esto aunado a la ausencla de controles pertlnentes, como el control de estimuylacién sin In-
cubaclén con los sueros autélogos, no permlte establecer un verdadero fndice de [nhiblcién, Por otro
lado, la especificldad del suero queda en entredicho al recordar que existen otros factores sérfcos -
que suprimen la Inmunidad celular In vitro, los cuales podrfan estar presentes en el suero de los pa--

clentes con histoplasmosis crénica,

Otra evlidencla que ha permltido apoyar nuestra hipitesis, es el hecho de que en las células incubadas
con el suero anérglco pero estimuladas con el mitSgeno FHA no se presenta el fendmeno de Inhibicidn de
la transformaclon blastolde, sugiriendo la especificidad en 1a Inhiblcidn Inducida por el suero anér-

gleo. Con esto ademis se descarta la poslhllldad de muerte celular a causa del suero Inmune (Fig,94 vy

98) .



56 -

Se estudié el efecto del suero de paclentes con hlstoplasmosis sobre las células de los sujetos con -
tuberculosls reactiva., No hay que olvidar que ambas enfermedades son causadas por pardsitos Intracelu
lares y que aunque sus etlologfas son distintas comparten una nosologla y resolucidn semejantes, ade-
mis de que con frecuencla desarrollan cruce Inmune entre ambos, Los resultados detectados demostraron
una aparente disminuclén en la transformacidn de las células incubadas con el suero histoplasmoso, sin
embargo el andlisls estadlstico revelé que no existe dlferencla signiflcativa ni para «= 0,1, hecho
que contrlibuye a apoyar el planteamiento de que el efecto Inhibitorlo del suero andrgico es especTfico,

La accidn del suero anérglco sobre las células de indlyiduos sanos PPD* reveld que el efecto Inhibito-
rlo se replte en este modelo, pero solo es estadlsticamente signiflcativo para o= 0, 05 (Tabla&),
mientras que como se recordard la Inhibicién de las células de los paclentes con tuberculosis es esta-
distlcamente signiflcatlva hasta para o= 0,01 {Tabla 7).

Los anticuerpos como moléculas reguladoras son los presuntos respcnsables de la Inhibiclén encontrada,

actuando posiblemente como mod!ficadores de la funclidn protectora dada por la respuesta celular, sin
embargo, el mecanlsmo por el cual la modiflcan, no se conoce. Hellman (57}, propone que el antlicuerpo
especifico, reacclona con los determinantes antlgénicos para la tuberculina u otros antlgenos del Myco-
bacterium, Incapacitandolos para promover el estimulo antigénico que desencadenarfa la respuesta celular.

Alternativamente propone, un factor clrculante que actuyarfa bloqueando las células encargadas de la res-

- L4 - -
puesta  celular, no permiticndo as? la expresién del fendmeno de transformacidn, cuando son estimuladas
o I )
con el antigeno. Por otro lado, y no en desacuerdo con estos planteamlentos, sino tan solo con mds infor-

macion recahada de investigaciones posteriores, se proponen en este trabajo otros mecanismos (Fig, 11,12)
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por los cuales se estarfa inhlbiendo la transformacidn blastoide de las células de los pacientes con tuber-
culosis reactivos al PPO: A) Por efecto antl-idiotipo los anticuerpos anti-Mycobacterium padrTan presentar
reaccidén cruzada con idiotipos presentes en 1os linfocitos (Fig 11)}; en este mecanismo se proponen dos &lter=
nativas 1)E! anticuerpo formado para proteger contra el antfgeno, actla como antlcuerpo anti-idlotipo al
reconocer los determinantes ldiotTplicos presentes en Jos receptores al antTgeno, de los linfocitos T efec,
tores de la respuesta, bloqueandose asT la capacldad para responder, Los resultados de Colizzl y cols. (27)
al encontrar que anticuerpos auto-anti-idiotipo con actividad al BCG inhiben por transferencia pasiva la
intradermorreaccciin al antlgeno especTfico en ratones Infectados con BCG apoyan este planteamiento.?) Los .
anticuerpos anti-Mycobacterium reconocen los determinantes Idiotlpicos de las células T supresoras activén-
dolas, estas a su vez actdan sobre los }infocltos T efectores inhlblendo su actlvidad dando como consecwencia
una deflciente respuesta celular. Existen varlos trabajos que apoyan esta hipStesls: Yamamoto y cols. (50)
encontraron que la Intradermorreaccién de ratones BALB/c a un hapteno, puede ser suprimida por 1la
transferencia pasiva de anti-hapteno con funcldn de anti-tdlotipo, Observaron que el antisuera induce la acti-
vidad de las células T supresoras especiflicas para ese Idiotlpo, las cuales actdan suprimiendo tanto la fase -
Induct lva como la efectora de la Intradermorreaccidn. Sy y cols, (28, 31, 43, 72) han estudlado el Funclonamien
to det mecanismo por el cual los Idiotipos regulan ta funcidn de las célutas T en la hipersensibi lldad retarda
da al hapteno p-azofenllarsenato en ratones A/J. Sus datos muestran que 'a dosis de anticuerpos anti-idlotipo
que fueron dadas después de la estimulacidn antigénica, Induce la formacidn de células T supresoras que Inhiben
la respuesta de hipersensibilidad tardla. En este caso el sistema de supresién idlotfpica esta mediado por céiy
las T supresoras que pueden funcionar por la acclén del complejo idiotipo-anti-ldlotipo. Apoyando estas ldeas
Watson y Kllimpel en modelos tuberculosos, reportan que ratones Infectados con altas dosis de BCG desarrolla-

ron células T supresoras capaces de inhibir 1a intradermorreaccidn al bacllo (73, 74),
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t16. 17.- POSIBLES MODELOS DE INTERFERENCIA DE LOS ANTICUERPOS ANTI-#ycobactorium
EN LA RESPUESTA CELULAR.

(A) POR EFECTO ANTI-IDIOTIPO-LOS ANTICUERPOS ANTI-Mycobacterium
TIENEN REACCION CRUZADA CON IDIOTIPOS PRESENTES EN LINFO-

c1708,
(1 V)]
) <~
/ %
Q-9 %7‘ 00
—{ - Receptor Ag + °°°
< -Ac Anti-Myco W ! Det. celulares
bacterium aiC * idiotfpicos
DETERMINANTES 1DIOTIPICOS DETERMINANTES IDIOTIPICOS a"c
PRESENTES EN LOS RECEPTO- EN-POBLACION AUMENTADA DE
RES DEL Ag Tg.

APOYOS (2) - Sy, M-S,, Bach, B.A., Doht, Y., Nisonoff, 6 A., Benacerraf, B, and Greene, M.I.
{1979). J. Exp. Med. 150, 1216,

(2) - Bottomly, k., Mathieson, B.J. and Mosier, D.E. (1978). J. Exp. Med, 148, 1216,

Abreviaturas: Te= Célula T efectora de la respuesta celular; Ts= Célula T supresora,
RIC= Respuesta Immune Celu!ar,
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tio. 12.- POSIBLES MODELOS DE INTERFERENCIA DE LOS ANTICUERPOS ANTI-Mycobactenism
EN LA RESPUESTA CELULAR.

(B) A TRAVES DE LOS SITIOS DE RECONOCIMIENTO PARA FCR DE LOS
ANTICUERPOS ANT [~ Mycobacterium EN SUPERFICIES CELULARES.

(1) (2)
N
7 ke
B8 aq <§3

{Receptor Ag O
¢ Receptor pa +§OO

ra Fc

—¢ Ac Anti-yeo- AIcC

bactendiim
RECEPTORES FcR EN Ts o Ms RECEPTORES FcR EN CELULAS
T EFECTORA R.1.C. (7)

APOYG (1) - Moretta, L., Mingari, M.C.; Moretta, A., Haynes, B.F. and Fauci, A.S. (1980).
In "Progress in Imnunolngy IV* (M-fougereaud and J. Dausset eds.) p. 223,
Academic Press N, York.

Abreviaturas: Te= Cé_lula T efectora de la respuesta celular, Ts= Célula T supresora;
Ms= Macrdfago con actividad supresora.

RIC= Respuesta Innune Celular.
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Otros investigadares (75,76) tamblen han demostrado que la porcidn Fc de los anticuerpos anti-idiotipo
es necesaria para suprimlr la respuesta inmune, lo que suglere que la supresidn vlia anti-ldiotipo puede
ser mediada por la interaccidn del anti-idiotipo con el receptor para el antigeno y con el receptor fc,

o bien por el cruce de ambos receptores sobre la superflcle del linfocito,

Otros posibles modelos de Interferencia de anticuerpos anti-Mycobacterium en la respuesta celular son:

B} A través de los sltios de reconocimiento para FcR de los antlcuerpos anti-Mycobacterium en superficles
celulares (Fig. 12). Se propone: 1) Que existen receptores en los Iinfocitos y macréFagos supresores

para la parcién Fc del anticuerpo, el cual se pegarfa a la célula, activindela para suprimir la eccibn de
los linfocitos T efectores y por ende la respuesta Inmune celular. Esta hipdtesis encuentra apoyo en

el trabajo de Moretta y cols (72). Otra posibilidad aunque un poco mds diffclt, pero no por eso descare
table es: 2) Que los !infocitos T e?ectores ademds del receptor para el antfgeno tuvieran receptores

para Fc, de ahl que una vez que se unlera el antlcuerpo presente en altas concentraciones, podrfa enmas
carar a los receptores para el antfgeno, o provocar un camblo a nlvel de membrana que evitarfa que es-
tas células Jlevaran a cabo la estimulacidn por e! antfgeno., Como los complejos antfgeno anticuerpo son
excelentes formas para la Intromisidn 11fcita de los antlcuerpos auto-anti-idlot{po, se ha propuesto que
pucde ser de esta forma que dichos anticuerpos Interfleren con la accion de los linfocitos T; Hayward y
cols. {78} proponen que la inmunosupresién encontrada In vitro, al porer en contacto linfocites Ty com
plejos Inmunes, es provocada por la Interacccidn de la porcién Fc de tos determinantes antiaénicos de

las inmunoglobulinas presentes en los complejos lInmunes con los receptoras de los linfocitos T, slendo
estos Inducidos a presentar actlvidad supresora. Ademds, tanto los complejos inmunes que contlenen igG
como 10§ que contienen lgM pueden provocar que tas células T in vitro adguieran actfvidad supresora,
siendo que los comple jos inmunes han sido fdentificados en slstemas tumorales (79) y enfermedades in-

fecciosas como histoplasmosis (39), coccldioldomicosis (h3) y tuberculosis (45),etec.
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La fmaginacidn junto con las Investigaclones hasta ahora reallzadas con respecto al papel de los an-
ticuerpos sobre la respuesta celular; en particutar en la tuberculosis, han permitido plantear, los
anterlores modelos de accidén, donde se trata de comprometer a los antlcuerpos como mod|ficadores de
la respuesta inmune celular. Reconocemos el hecho de que estos modelos, por ser hipotéticas, tienen
muchas Interrogantes por reselver, y aunque algunos de ellos ya cuentan con evidencias que los apo-

yan dlrectamente, fattan ' datos para !el modelo tuberculoso.
p

E] presente trabajo muestra evidenclas del papel del antlcuerpo como Inmunorregulador de la res-
puesta celular en la Infeccldn tubercutosa. $in embargo, queda alln por aclarar el mecanismo por al cual

actuarla, Hechos que constituyen el futyro de nuestras Investlgaciones,
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CONCLUSIONES

1.~ El efecto inhiblitorio del suero inmune antle=Mycobacterium tuberculosls sobre la transformaclon

blastolde de células de paclentes tuberculosos reactivos al PPD, suglere una posible accién
moduladora de los anticuerpos especfflicos sobre !a respuesta celular de estos paclentes,

2 + s
2.- Los companentes sérlcos presentes en sueras. de Indlividuos sanos PPD” y autdlogo,con tftulos bajos

de anticuerpos, no tlienen efecto Inhibitorio en la respuesta celular,

3.- E} hecho de que las c8lulas de paclentes con tuberculoslis PPO+. estimuladas con el mltdgeno FHA
no fueran Inhibidas por el suero anérglco, ademds de que e! suero de otra enfermedad relacionada
{histoplasmosis) no tuvo efgcto marcado en la respuesta de dichas células, son evidenclas que
apoyan la hipdtesis de qde la Inhibicldn encontrada con e! suero anérgico es especlfica,
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