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RESUMEN

En este trabajo se estudiaron los niveles de factor de necrosis tumoral
(TNF) en el suero de pacientes lepromatosos con y sin reaccién leprosa
(RL), utilizando como grupo control pacientes con cualquier tipo de lepra sin
RL. Ademas, investigamos la posible existencia de un patrén diferencial en
el reconocimiento de antigenos de Mycobacterium leprae en el suero de
pacientes con y sin RL.

A pesar de cuatro semanas de tratamiento con talidomida y de la
resolucion clinica del episodio reaccional, encontramos que los niveles de
TNF no fueron significativamente diferentes entre pacientés con y sin
reaccién (muestras apareadas con un mes de diferencia), ya que en ambos
casos se detectaron cifras elevadas (x=235.7 U/ml para sueros con reaccion
y x=214.2 U/ml para sueros sin reaccion).

Observamos que los niveles de TNF de estos pacientes si disminuyeron
después de cuatro meses de tratamiento con talidomida, siendo semejantes,
a los observados en pacientes con LL sin historia de RL.

Al analizar el patrén de anticuerpos anti-proteinas de M. leprae no se

observaron diferencias entre los sueros con y sin reaccion.



INTRODUCCION

La lepra es una enfermedad bacteriana crdnica cuyo curso depende
de la respuesta inmune del huésped. En la clasificacién de los casos
destacan dos polos extremos: la lepra lepromatosa (LL) y la lepra
tuberculoide (TT). Los pacientes lepromatosos y los cercanos al polo L
pueden cursar con reaccion leprosa (RL). Esta se considera un fenémeno
inmunolégico unico en patologia. A pesar de que se sabe que durante la RL
existe aumento de los pardmetros de actividad de la respuesta inmune
humoral y celular, ain se desconoce a ciencia cierta su patogénesis,
Mediante Western blot (inmunoelectrotransferencia) y determinacién de
niveles de TNF-a pretendemos caracterizar inmunologicamente a los
pacientes con RL para diferenciarlos de aquellos que no la presentan. El
establecimiento de un patrén particular de reconocimiento de antigenos en
pacientes con RL podria contribuir al esclarecimiento de su patogénesis, su

diagnéstico temprano y/o su tratamiento especifico.



GENERALIDADES

La lepra es una enfermedad infectocontagiosa crénica causada por un
bacilo, el Mycobacterium leprae. Afecta primariammente la piel y nervios
periféricos aunque puede ser sistémica (1).

Esuna enfermedad tan antigua como la humanidad misma. Se cree que
se originé en la India desde donde se propagd al mundo antiguo y quiza
llegé a América con la conquista en el siglo XVI. La era cientifica de su
estudio inicia en el siglo XIX con Danielssen y Boeck quienes publican un
tratado sobre la misma (2). En nuestro pais Lucio y Alvarado dan a conocer
en 1852 su obra "El opiusculo sobre el mal de san Lazaro o elefanciasis de
los griegos" (3). Hansen, en 1873, aisla al M., leprae y Neisser describe sus
caracteristicas tintorlales. En 1897 Virchow describe los histiocitos
vacuolados caracteristicos de la lepra lepromatosa. Mitsuda introduce en
1919 la intradermorreaccién con lepromina y Faget y Pogge (1941) inician
el uso de sulfonas en la enfermedad. En 1960 Shepard multiplica, tras su
inoculacién, al bacilo en el ratén y en 1971 Storrs y Kirchheimer logran
reproducir la enfermedad en el armadillo de nueve bandas. En 1965 Sheskin
utiliza por primera vez la talidomida en leprorreaccién y 2 afos mas tarde

Saul la introduce en México con este fin (4,5).



El bacilo de Hansen pertenece a la clase Actinomycetales, orden
Mycobacteriales, familia Mycobacteriacea y género Mycobacterium. Es un
organismo Gram positivo, y 4cido-alcohol resistente (por la presencia de
4cidos micélicos). Tiene forma de bastén y mide 1-8 x 0.5 micras. Posee
granulaciones citopldsmicas, de Lutz-Unna, asociadas a formas reproductivas
o de resistencia, Muestra gran actividad fosfolipasica que puede ser inhibida
por el antigeno glicolipido-fenélico I (GLF-I) que es especifico del bacilo (6).
Tiende a agruparse en globias y es un patégeno intracelular obligado que
infecta preferentemente a macrofagos y células de Schwann en cuyo
citoplasma se reproduce, Su membrana esta compuesta por peptidoglicanos,
peptidoglicolipidos y arabinolactanos que le confieren rigidez (7). La
imposibilidad de ser cultivado en medio artificial se ha compensado con la
inoculacién en el ratén y el armadillo que se han constituido en fuentes de

produccién de bacilos (8).

La tinica fuente natural de bacilos es el hombre. Para adquirir la
infeccién es necesaria la convivencia intima y prolongada con un enfermo
bacilifero. Para adquirir la enfermedad se requiere la ausencia de un factor

constitucional, N de Rotberg, que confiere resistencia al individuo expresada



en la positividad a la reac_cién de Mitsuda (1). La transmisién tiene lugar a
través de las gotitas de Pfliige aunque no se descarta que pueda efectuarse
por contacto cutaneo directo. Recientemente se ha sefialado como factible
la transmisién transplacentaria (8). Una vez en el organismo, el bacilo se
localiza en macréfagos y células de Schwann. En contraste con la afectacién
periférica, practicamente no existe invasién del sistema nervioso central. Sin
embargo, se han detectado antigenos de M. leprae en el liquido
cefalorraquideo (10) pero su presencia no necesariamente implica
enfermedad.

La lepra es una enfermedad cosmopolita con alta endemia en paises
subdesarrollados. Se calcula que hay aproximadamente 15 millones de
enfermos en el mundo. En México existen entre 50 y 100 mil afectados
distribuidos en tres focos principales que incluyen, entre otros, a los estados
de Sinaloa, Nayarit, Colima, Guanajuato, Jalisco, Michoacan, Morelos y
Guerrero. La enfermedad afecta generalmente a adultos jévenes (de 20 a 30
afios) con mayor frecuencia en el medio familiar aunque la lepra conyugal
constituye solamente del 2 al 5% de los casos. La forma lepromatosa es mas
frecuente en hombres y la tuberculoide en mujeres. No existe predilecciéon

por raza alguna (1).



Tras un periodo de incubacién que se estima de meses a cinco afios,
aparecen en el enfermo una gran variabilidad de manifestaciones clinicas,
histolégicas e inmunoldgicas, Estas han hecho posible establecer una
clasificacién espectral de los casos en la que destacan dos polos extremos
de la enfermedad: el "maligno" o lepra lepromatosa (LL) y el "benigno” o
lepra tuberculoide (TT). Ademéas de estos dos tipos, existen dos grupos de
casos inestables: 1) casos indeterminados (I) que corresponden al inicio de
la lepra y 2) casos dimorfos o interpolares (B, de "borderline” en inglés) que
son casos que comparten caracteristicas de ambos polos, LL y TT. A su vez,
los casos B se subclasifican en BB (dimorfo puro) y BL é BT segiin al polo
al que més se acerquen. La polaridad de la enfermedad estd determinada

por el tipo e intensidad de la respuesta inmune (11).

La LL es sistémica, multibacilar y cursa con deterioro de la inmunidad
celular traducida en negatividad al Mitsuda. Afecta primordialmente piel,
mucosas y nervios periféricos donde se observan los tipicos histiocitos
vacuolados. Frecuentemente cursa con reaccién leprosa tipo II. Existen dos
formas clinicas: la nodular y la difusa. La primera, 60% de todos los casos,

esta constituida por lepromas o nédulos que predominan en cara (facies



leonina), tronco, nalgas y extremidades. También pueden observarse placas
infiltradas rojo-violaceas o méaculas hipocrémicas con trastormos de la
sensibilidad. La segunda, 10 a 15% de los casos de LL en Meéxico, fue
descrita por Lucio y clasificada en el polo L por Latapi. Cursa con infiltracién
difusa de la piel de predominio en cara. No hay elementos circunscritos y se
produce, en etapas tardias, atrofia de piel y pabellones auriculares y

madarosis.

La afeccién de la mucosa nasal puede preceder a las lesiones
cutdneas. Se observa desde rinorrea hialina hasta perforacién del tabique
cartilaginoso nasal. En la variedad nodular hay afeccién de diversas
estructuras oculares que puede conducir a la ceguera. Existen abundantes
bacilos en practicamente todo el organismo aunque raramente su presencia

muestra traduccién clinica.

La TT solo afecta piel y nervios periféricos, es paucibacilar e
inmunolégicamente hiperérgica (Mitsuda positivo) con formacién de

granulomas tuberculoides. Clinicamente se observan placas infiltradas con

hipc ja 0 ar ia que pueden llegar a curar espontineamente. La



afecclén neural es importante con trastomos tanto sensitivos como motores.

No es infectante, no hay reaccién leprosa tipo .

Los casos I pueden pasar inadvertidos hasta que evolucionan a formas
polares. Se caracterizan por maculas anestésicas, anhidréticas y alopécicas.
Existen escasos bacilos con infiltrado inflamatorio inespecifico. Lia reaccion
de Mitsuda puede ser positiva 0 negativa y nos indica hacia qué polo

pueden migrar.

Los casos dimorfos, intermedios o bipolares incluyen todas las formas
atipicas o inestables. Sus caracteristicas clinicas bacterioldgicas, histolégicas
e inmunolégicas varian segin al polo al que se acerquen. A su libre
evolucién, generalmente migran al polo L. Los casos B y L pueden migrar
al polo T lo que se conoce como reaccién de reversa. Por otro lado, los
casos BT pueden migrar al polo L, lo que se conoce como re_accién de

degrado (1,2).

Actualmente la lepra es curable. E] tratamiento eficaz de la misma

inicia en la década de los cuarenta en que se utilizan por primera vez las



sulfonas y se establece como droga de eleccién a la diamino-difenil-sulfona
(DDS). Es una droga bacteriostética, barata, eficaz y bien tolerada. La dosis
recomendada es de 1 a 2 mg/kg/dia. Es de accidn lenta y produce reaccién
leprosa asi como desarrollo de resistencia. Los efectos colaterales asociados
son metahemoglobinemia, anemia hemolitica, y sindrome DDS, entre otros.

La clofazimina, derivado de la anillna, es bactericida y por su accién
antiinflamatoria también es de utilidad en la reaccidn leprosa. Se utiliza en
dosis de 50 a 100 mg/dia. Ocasiona xeroftalmia, hipohidrosis y trastornos ‘
gastrointestinales ademas de hiperpigmentacién de piel y mucosas, dosis

dependiente, que remite al suspender el firmaco.

Larifampicina es altamente efectiva y produce menos reaccién leprosa
que las sulfonas. Bloquea la sintesis de DNA bacteriano y se usa a razén de
300 a 600 mg/dia 6 1200 mg/mes con lo que disminuye el riesgo de

hepatotoxicidad.

El uso combinado de estos medicamentos previene el desarrollo de
resistencia. Aunque se dispone comercialmente de esquemas establecidos

(COMBEI) se debe individualizar cada caso pudiendo emplearse los farmacos



por separado. El tipo y duracién del tratamiento dependen de la forma
clinica y de la respuesta inmunolégica del paciente. Los casos cercanos al
polo Lrequieren politerapia hasta por 3 a § afios y los cercanos al T pueden
ser tratados con 1 6 2 fArmacos hasta la remisién clinica de las lesiones. Las
manifestaciones neuriticas requieren de esterocides a dosis bajas que
utilizados previamente evitan la paradoja terapéutica, fibrosis cicatrizal,
condicionada por el tratamiento antihanseniano. Ademas, sé deben tratar

especificamente las manifestaciones extracutaneas y sus secuelas (12).
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MANIFESTACIONES AGUDAS DE LA LEPRA
La cronicidad de la lepra quiz4 se deba a la baja patogenicidad y al
largo periodo de generacién del germen causal. Sin embargo, la enfermedad
cursa con diversos episodios agudos y subagudos que se presentan en todos
los grupos a excepcién de los casos I y estan intimamente ligados a la
respuesta inmunolégica del paciente. Lias manifestaciones agudas se dividen

en 2 grandes grupos:

1. Exacerbacién de lesiones preexistentes ya sean lepromatosas o
tubarculoides. Estas ocurren en casos subpolares y polares L y T
respectivamente, Se produce exacerbacién de las lesiones cutineas y la
neuritis preexistentes, esta ultima puede alcanzar gran intensidad en los
tuberculoides. En la LL estos eventos se relacionan con insuficiencia o
interrupcién del tratamiento, y en la TT con aumento de la hipersensibilidad
al bacilo. En ambos casos el tratamiento es el antileproso adecuado y en su

caso esteroides.

2. Aparicién de nuevas lesiones, leprorreacciones propiamente dichas,

que a su vez se clasifican en dos grandes grupos (Ridley & Jopling, 1966):

11



K. Reacciones tipo I:

8) De Reversa. Aparece en casos inter o subpolares cercanos al polo L
que recorren el espectro acercandose al polo T, sin llegar a ser polares
jamas. Puede ocurrir espontdneamente o tras el tratamiento antileproso.
Aparecen nuevas lesiones con intensa neuritis y ataque al estado general. Se
relaciona a la recuperacién parcial de la inmunidad celular y requiere del

uso de esteroides a dosis adecuadas ademas del tratamiento antileproso.

b) De degrado. Se trata de casos cercanos al polo T que por diversos
motivos se deslizan al polo L, lepromatizacién del caso, con deterioro de la
inmunidad celular. Es un proceso gradual que exige la modificacién de la

terapia antihanseniana instituida.

B. Reaccién tipo II. Ocurre en el 22 a 75% de los casos lepromatosos
polares y subpolares y estd mediada por inmunidad celular. Es la clésica
reaccién leprosa (RL). Mal llamada eritema nudoso leproso (ENL) ya que no
es el unico sindrome que la caracteriza. Clinicamente 1a RL es impredecible
y se desencadena por todo aquello que interrumpe un aparente equilibrio en

el enfermo: pubertad, embarazo, menstruacién, estrés, infeccién

12



intercurrente, medicamentos (yodo, el tratamiento antileproso mismo) y hasta
cambios climatolégicos. Hay pacientes que nunca la presentan, otros sufren
varios episodios que posteriormente desaparecen y algunos la presentan en
forma subintrante, es decir, slempre con la presencia de algin sintoma

reaccional.

La RL contribuye a la morbilidad complicando la enfermedad y puede
incidir en aspectos socicecondmicos del paqlente ya que en ocasiones
requiere del internamiento hospitalaric para su control. Los episodios
repetidos deterioran el estado general del paciente y provocan el depdsito
de amiloide en higado y rifién pudiendo ocasionar glomerulonefritis crénica
e insuficiencia renal terminal. Ademds, pueden condicionar secuelas

derivadas de la iridociclitis, orquiepididimitis y la neuritis intensa.

Clinicamente se observan signos y sintomas generales tales como
fiebre elevada, cefalea, mialgias y artralgias, hepat;s y esplenomegalia,
nduseas y vomitos. A nivel cutineo se puedeix presentar 3 sindromes en
forma aislada o combinados en un mismo paciente. En orden descendente

de frecuencia ellos son:

13



1. El eritema nudoso. Se caracteriza por nudosidades que son lesiones
hipodérmicas, dolorosas, resolutivas y pueden llegar a ulcerarse. Aparecen
por brotes de breve duracién en extremidades, tronco y cara. Se distingue
del eritema nudoso de cualquier otra etiologia por ser recidivante y méas
extenso: "eritema nudoso que repite y pasa amrriba de la cintura: reaccién
leprosa mientras no se demuestre lo contrario" (Sadl) (1).

2. El eritema polimorxfo. Similar al que se presenta por otras causas:
placas eritematopapulosas, eritematovesiculosas o francamente ampbllosas
que evolucionan en dias acompaitadas de ardor y que no dejan huella

alguna. Aparece en tronco y extremidades y casi no afecta mucosas.

3. El eritema necrosante o fenémeno de Lucio. Aparece en el 25 a 30%
de los casos difusos y es excepcldnal en los nodulares. Es una vasculitis
leucocitoclistica que necrosa los vasos pequeiios de la dermis. Evoluciona
en 3 a 4 semanas pasando por las siguientes etapas: macula eritematosa mal
definida, maculas purptiricas rojo-vinosas, ardorosas y de figuras zoomorficas
o geograficas, escara, ulceracién y cicatriz. Cuando las lesiones ascienden
a cara indican mal pronéstico (Lucio) (1).

Las neuritis preexistentes se exacerban con intensa inflamacién de los

14



nervios, dolor y repercusién en la sensibilidad, motilidad y troficidad de las
4reas afectadas.

En los exdmenes de laboratoric se detectan anemia, leucocitosis
marcada y aumento importante de la eritrosedimentacion, esta iltima de
utilidad como indice evolutivo de la RL. Hay también hipergamaglobulinemia,
hipocomplementemia, reacciones seroluéticas falsas positivas y

autoanticuerpos contra tiroides, niicleo, etc,

Si bien las baciloscopfas se negativizan, la reaccién a la lepromina
nunca se vuelve francamente positiva y se renégaﬁviza tras la desaparicién
de la RL. La imagen histolégica de los tres sindromes cutineos revela
vasculiis leucocitoclastica con intenso infiltrado compuesto por
polimorfonucleares, linfocitos y escasos bacilos. En la inmunofluorescencia
directa se detectan depésitos de inmunoglobulinas, complejos inmunes y
fracciones de complemento en las paredes vasculares y alrededor de las

mismas (13).

El tratamiento comprende el uso de varios medicamentos, A pesar de

sus peligros teratogénicos, el de eleccién es la talidomida que no posee

15



efecto contra la lepra misma (14). Ademas de sus acciones sedante y
antlinflamatoria posee efecto inmunosupresor (15,16). Dosis de 300 mg/d. de
inicio y 50 mg/d. de sostén controlan las crisis en pocos dias: fiebre, lesiones
cutdneas, neurales y viscerales. Se ha demostrado que las proteinas
micobacterianas inducen la sintesis de interleucina-1 (IL,-1) y factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) (17). El rdpido y dramético efecto de la
talidomida podria estar relacionado con la inhibicién selectva de la
produccién de TNF-a (18). Ademas se ha sefialado que la talidomida inhibe
la produccién de IgG e IgM, la llegada de polimorfonucleares y la relacién
de linfocitos T cooperadores/supresores (5,12,19). En mujeres~de edad fértil

deben tomarse las medidas anticonceptivas adecuadas.

La clofazimina (100 mg/dia), la colchicina (1 mg/dia), los antimoniales,
el plasma o sangre total, los antiinflamatorios no esteroideos y el tratamiento
sintomético pueden ser utiles en algunos cz-.xsos cuando se carece de
talidomida. Los esteroides no deben ser utilizados a menos que exista

neuritis intensa o fracaso con la talidomida.
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Neuritis reaccionales. Son producidas por mecanismos inmunolégicos
(20). Se clasifican en tipo 1 é 2 no solo con fines académicos, sino
terapéuticos. La tipo 1 aparece en la reaccién de reversa y se relaciona con
activacion de linfocitos T y produccidén de enzimas que pueden condicionar
dafio y secuelas neuromusculares irreversibles. No cede a la talidomida y si

a los esteroides.

La neuritis tipo 2 acompafia a la reaccion leprosa tipo II. Es més aguda,

bilateral, menos dolorosa que la anterior y cede con talidomida y esteroides.

La mano reaccional es un cuadro muy aparatoso que puede afectar
manos y/o pies. Aparece en casos severos de reaccién tipo II. Condiciona
reabsorcién 6sea y osteoporosis con gran invalidez del paciente. Requiere

del uso de esteroides ya que la talidomida no es de gran utilidad (21).
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INMUNCLOGIA DE LA LEPRA

La capacidad del individuo para montar una respuesta inmune que
limite la multiplicacién bacilar, tras la infeccién con M. leprae, determina en
qué polo del espectro la enfermedad se manifestard. Aunque la inmunidad
humoral H) y celular (IC) son simultineamente activadas, es esta filtima la
de mayor relevancia dado que el bacilo es un organismo intracelular. La
lepra es considerada un modelo inmunolégico inico en patologia. L.os casos
lepromatosos muestran una dicotomia que no se observa en la TT. En los
primeros, la IC se encuentra deteriorada y ain se discute si este defecto es
o no especifico contra el bacilo de Hansen. Para su esclarecimiento se ha
utilizado al dinitroclorobenceno (DNCB), contactante potente que sensibiliza
a los linfocitos T. Por lo tanto, el desarrollo de dermatitis por contacto al
DNCB es un buen indice del estado de la IC. Existen reportes (22,23) que
no muestran diferencia alguna en la respuesta al DNCB entre enfermos de
lepra y controles sanos por lo que se concluye ¢ue no existe alteracion de
la IC inespecifica. Sin embargo, otros autores (24,25) han sefialado que
existe un déficit minimo de Ia IC en la TT que se acentia al acercarse al
polo L. Estos hallazgos se han relacionado con la carga bacilar y con la

duracién de la enfermedad.



En 1919 Mitsuda introdujo la reaccién que lleva su nombre., Esta
consiste en la inyeccién intradérmica de tejido leproso tratado con calor.
Tres a cuatro semanas mas tarde se observa localmente una reaccién
eritematonocdular en pacientes del polo T y cercanos que no se presenta en
los lepromatosos. La reaccidn de Mitsuda brinda una mejor comprension del
estado inmunolégico del individuo. No es una prueba diagnéstica, es de
utilidad en la clasificacidén de los casos. Es fuertemente positiva en la TT y
negativa en LL, en el grupo B es débilmente positiva o negativa y en los
casos I puede ser positiva o negativa indicindonos hacia qué polo migraran
(26). La negatividad de la respuesta traduce anergia al bacilo y puede

acompaiiarse de inadecuada respuesta a otros antigenos intradérmicos (27).

Los linfocitos T son el componente celular terminal de la IC. Ellos y
sus subpoblaciones han sido estudiados en sangre periférica en distintos
tipos de lepra. La relacién de linfocitos cooperadores/inductores (T4) y
supresores/citotéxicos (T8) refleja el balance linfocitico periférico y se
considera un indice mas adecuado que el conteo individual de las células
T4 y T8 (28). Se han encontrado cifras bajas de células T, deficiente

transformacién de linfoblastos y déficit de linfocinas como el MIF en
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pacientes lepromatosos por lo que se ha sugerido la presencia de un factor
supresor de la IC a nivel sérico (29,30,31). También, se ha reportado
deplecién de células T del drea paracortical de ganglios linfaticos
involucrados en pacientes lepromatosos junto con una disminucién
significativa de la poblacién sanguinea de células T (32). Las alteraciones
periféricas de los linfocitos parecen ser directamente proporcionales a la

carga bacilar (33).

El estudio del infiltrado celular a nivel lesional, ej. lepromas, permite
valorar la respuesta local del huésped al agente infeccioso. El porcentaje de
células T4 disminuye en tanto que el de las T8 aumenta del polo T al L. En
granulomas tuberculoides hasta el 95% del infiltrado corresponde a células
T cooperadoras mientras que en las lesiones lepromatosas hasta el 85% de
la poblacién celular esta constituido por células T supresoras/citotéxicas
(34,35,36). En lesiones de neuropatia hanseniana se ha reportado disminucién
de células T tanto en pacientes BT paucibacilares como en LL con indice

multibacilar (37).

Los macréfagos desempefian un papel importante en el desarrollo de
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la respuesta inmune. Ademdas de lisar microorganismos, regulan la intensidad
de larespuesta de las células linfoides a diferentes antigenos, Activan células
T antigeno-especificas ya sea mediante la presentacion de antigenos o la
produccién de IL-1. Esta induce, en cierto grupo de células T, a la
produccién de un factor de crecimiento linfocitico denominado interleucina-2
(IL-2). En tanto que en otro grupo de células T origina la aparicién de
receptores de IL-2. La interaccién IL-2-receptor inicia la respuesta
proliferativa para combatir al antigeno (38). En la lepra lepromatosa, se han
detectado alteraciones en la capacidad macrofdgica para destruir al bacilo
lo que no se observa en la TT (39). En estudlos in vitro (40), se ha
demostrado que los linfocitos periféricos de pacientes con LL que no
reaccionan contra el M. leprae en pruebas de estimulacién, se vuelven
reactivos al ser combinados con macréfagos de contactos sanos. Ademas,
cuando las células T de estos ltimos se combinan con macréfagos de
pacientes que no responden a la estimulacién, las primeras dejan de
activarse. Se ha propuesto que tales defectos obedezcan a una falla en la
presentaciéon de antigenos y/o a una disminucién en la sintesis de protefnas

por los macréfagos en presencia del bacilo (41).
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Otros autores (42) atribuyen la falta de respuesta de los pacientes
lepromatosos a un déficit de IL-2. Esta disminucién provoca fallas en la
proliferacién clonal de células cooperadoras con pobre destruccién y
remocién de bacilos (43). El déficit podrfa ser originado por un factor soluble
o por la presencia de células supresoras especfificas (44). Sin embargo, la
administracién de IL-2 no corrige la falta de respuesta al GLF-I por lo que
se sugiere que la estimulacién linfocitica inducida por la Ii-2 es inespecifica

(45).

En cambio, la inmunidad humoral no solo puede estar normal sino
incluso exacerbada, quizd por un desbalance en las subpoblaciones de
linfocitos T (29,46). Esto condiciona la produecién policlonal de una gran
cantidad de anticuerpos (reaccién de hlpersensibllid_ad tipo 3 de Gell y
Coombs) (47) que forman complejos inmunes y atraen polimorfonucleares
con liberacién de enzimas responsables de un estado inflamatorio que

conduce a la RL (48,49).

Se ha demostrado que los titulos de anticuerpos contra el GLF-1

disminuyen durante la RL en comparacién con los valores observados en
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etapa prerreaccional. Se considera que esta disminucién podria ser debida
a la formacién y depésito de complejos inmunes (§0). Sin embargo, en su
patogenia también podria participar la activacién transitoria de la IC que ha
sido evidenciada por: respuesta parcial a la lepromina, incremento del indice
de transformaci6n de linfocitos T, del MIF, y del nimero de linfocitos y

células epitelioides en la zona paracortical de los ganglios linfaticos (21).

FACTOR DE NECROSIS TUMORAL (TNF)

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) o caquectina es una
hormona polipeptidica de 17 kd que comparte el 30% de la ~secuem:ial de
aminoacidos de la linfotoxina o TNF-B. La produccidn de ambas citocinas es
regulada por genes distintos del brazo corto del cromosoma 6 (51). Aunque
ambas se unen a los mismos receptores y poseen acciones biolégicas
similares, difieren en que la linfotoxina es producida principalmente por
linfocitos mientras cue el TNF-qa es producido basicamente por monocitos y
macréfagos. El TNF es sintetizado y liberado en respuesta a varios estimulos
(virus, bacterlas, hongos, parésitos, etc.) y se degrada rapidamente en la
circulacién. Su vida media es de aproximadamente 6 a 30 minutos (52). La

dexametasona puede inhibir su liberacién si es administrada previo a la
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exposicién a endotoxinas. Los inhibidores de las prostaglandinas no inhiben
1a liberacién de TNF, pero previenen la fiebre, el ataque al estado general
vla produccién de ACTH, Esto suglere que las prostaglandinas, en particular
la E2, son mediadoras de algunos efectos del TNF (53). El interferén gama
(IFN-r) aumenta la sintesis de TNF y la expresién de sus receptores (54).
Existen receptores membranales de TNF en muchos tejidos pero predominan
a nivel pulmonar y cutineo. En la plel se han detectado en células
endoteliales y fibroblastos (65,66) y ocupa un lugar relevante entre las
citocinas secretadas por los queratinocitos. Su papel en la fisiologia y la
patologia cutdnea es objeto de gran interés en la acmal'idad (87). El
complejo TNF-receptor sufre exocitosis y degradacion pero se desconoce
la secuencia de eventos intracelulares que desencadena. Llama la atencién
cue el mismo receptor en diferentes células pueda promover €l crecimiento
de alguna linea celular (ej. fibroblastos) y ser citotéxico para otro tipo de
células (ej. células tumorales) (§8). Para explicar esta paradoja se ha
postulado la existencia de subclases de receptores para TNF.

El efecto global del TNF parece depender de la concentracién de la
citocina. Sus efectos van de la remodelacién tisular a dosis bajas, al chogue

y muerte a niveles elevados (59). Existen numerosos reportes sobre efectos
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serios y potencialmente letales de la secrecién de TNF en el curso de
enfermedades infecciosas severas (60). Sin embargo, parece ser que el TNF
también desempeiia un papel protector a los niveles que se secreta durante
la mayoria de los procesos infecciosos. El TNF promueve la quimiotaxis y la

actividad antimicrobiana de neutréfilos, macréfagos y eosinéfilos (61)

La disponibilidad de TNF recombinante (‘TNF) y de anticuerpos
monoclonales frente al mismo, ha permitido un répido avance en el
conocimiento de sus miltiples funciones. Participa en la respuesta inmune
e inflamatoria, la defensa frente algunas neoplasias e infecciones, en el
choque endotdxico, la activacién endotelial y la coagulacién, el control del
crecimiento celular, la hematopoyesis y la regulacién de diversas funciones
metabdlicas, asi como en interacciones entre los sitemas inmune y
endécrino. Sus acciones in vivo estdn moduladas por otras citocinas que
regulan su expresion o son reguladas por él. En conjunto, constituyen una

intrincada red de interacciones moleculares y celulares (62).

El TNF y las IL-]1 e IL-6 son las principales citocinas inducidas por

endotoxinas que producen los sintomas de la sepsis por gérmenes Gram
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negativos (fiebre, hipotensidn. acidosis, coagulaciénintravasculardiseminada
y muerte) (63). Se considera que los niveles discretamente elevados
persistentes de TNF observados en distintas infecciones crénicas, son los
responsables de la produccién de caquexia. En los pacientes con infeccién
por virus de la inmunodeficiencia humana los niveles de TNF se incrementan
a medida que progresa la enfermedad y se deteriora el estado general del
paciente (64,65). El sindrome de desgaste producido por el TNF se debe a
1a inhibicién de enzimas lipogénicas y prevencién de acumulacién de lipidos
(66). Asi mismo, puede incrementar la tasa metabélica de reposo y depletar
los depésitos de glucdgeno muscular. Algunos de estos efectos podrian ser
debidos a la induccién de mediadores secundarios tales como IL-1 y

corticoides endégenos.

Recientemente se han encontrado niveles séricos elevados de TNF-a
e IL-1 en la RL lo que sugiere que algunas de sus manifestaciones podrian
relacionarse con la produccién de citocinas derivadas de macrédfagos
(67,68). Ademéas, como se sefiald anteriormente se sabe que las proteinas
micobacterianas inducen la produccién de TNF-« (17) y que la talidomida

inhibe selectivamente la misma (18).
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El desconocimiento del mecanismo desencadenante y de la
etiopatogenia de la RL ha impedido su tratamiento etiolégico y la prevencién

de importantés secuelas que pueden llevar al paciente a la muerte,
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' JUSTIFICACION
Lalepra es una infeccién crénica que constituye un problema de salud
publica en nuestro pais, se calcula que pueden existir entre 50 y 100 mil
pacientes. A pesar de que la enfermedad se conoce desde la antiguedad,
ain se desconocen a ciencia clerta los mecanismos inmunolégicos

involucrados en su patogénesis.

La lepra lepromatosa constituye el 60% de todos los casos. La RL,
presente en el 60 a 75% de los casos lepromatosos, es un evento agudo con
repercusidn sistémica que interrumpe la evolucion crénica de 1a enfermedad.
Clinicamente la RL es impredecible y se desencadena por todo aquello que
interrumpe un aparente equilibrio en el enfermo. Contribuye a la morbilidad
complicando la enfermedad y puede conducir al paciente a la muerte. En la
actualidad el tratamiento de eleccidn de la RL es la talidomida, que a pesar
de su alta efectividad es de dificil obtencién por sus efectos teratogénicos.
Ello motiva que estos enfermos deban ser atendidos en centros
especializados en su control.

El entendimiento de la naturaleza de este fenébmeno podria evitar su

presentacién y/o permitir su tratamiento etioldgico.
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HIPOTESIS
Se ha observado que los pacientes con RL muestran un aumento de los
parametros indicativos de respuesta inmune celular y humoral, lo que sugiere

su participacién en este evento.

Elmecanismo mediante el cual la respuesta inmune se activa, participa
o regula la RL, es aln desconocido. se sugiere que antigenos
inmunodominantes de M. leprae podrian inducir la produccién de
anticuerpos criticos para la formacién de complejos inmunes que activen a
otros elementos de la respuesta inmune o que ejerzan un efecto nocivo

directo sobre sustratos tisulares.

Dado el caricter sistemico del evento, si la inmunidad humoral y
celular desencadenan la reaccién, deberdn encontrarse seroldégicamente
elementos de las mismas que desaparezcan o retomen a niveles

prerreaccionales al resolverse el cuadro.

Dado que existe evidencia de la activacién de macréfagos en la RL

creemos que citocinas derivadas de los mismos como el TNF-a podrian
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encontrarse elevados durante el evento agudo. Ademas, como se ha
sefialado que la talidomida inhibe selectivamente la produccidn de TNF-q,
éste debera retornar, tras el uso de talidomida, a niveles prerreaccionales at
resolverse el cuadro. Esto permitiria quiz4, evaluar el efecto inmunosupresor
del fAirmaco en la entidad.

Por lo anterior, consideramos que los pacientes en RL presentan un
patrén particular de reconocimiento de antigenos que no muestran en
estadios no reaccionales, y que tampoco ocurre en pacientes con cualquier

otro tipo de lepra que no curse con episodios reaccionales.
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2)

3)

4

8

6)

OBJETIVOS
Clasificar la RL tipo I a fin de correlacionarla con los hallazgos

inmunolégicos a detectar,

Caracterizar inmunolégicamente pacientes susceptibles de presentar

reaccién leprosa.

Identificar antigenos de M. Jeprae que induzcan la produccién de

anticuerpos desencadenantes de la RL.

Establecer un patrén diferencial de antigenos en pacientes con y sin

reaccién leprosa.
Conocer con mayor exactitud la patogénesis inmunolégica de la RL,
mediante la determinacién del TNF para cquizd poder prevenir su

presentacion y/o instituir su tratamiento oportuno.

Evaluar el efecto inmunosupresor de la talidomida.
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MATERIAL Y METODOS
PARCIENTES. Inicialmente incluimos 25 pacientes con diagnéstico de lepra
captados de la Clinica de Leprologia del Servicio de Dermatologia del
Hospital General de México, $S. Las muestras serolégicas recolectadas en
ellos, fueron enviadas para su procesamiento a la Escuela Nacional de

Ciencias Blolégicas del LP.N.

Excluimos del estudio a § pacientes (casos: 6, 7, 12, 23, 24) con
diagndstico de lepra lepromatosa nodular en quienes no se pudieron obtener
muestras seroldgicas con y sin reaccién leprosa por lo que no pudieron ser

incluidos como casos. Por lo tanto, solo 20 pacientes concluyeron el estudio.

El diagnéstico de lepra fue realizado mediante criterios clinicos,

bacterioldgicos, histolégicos e inmunolégicos universalmente aceptados (1).

La clasificacién de los casos se realizé de acuerdo al modelo

espectral de Ridley & Jopling (11).
La reaccién leprosa fue definida como la presencia de 1 6 maés
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sindromes cutdneos caracteristicos de esta entidad acompafiados o no de
manifestaciones extracuténeas y/o sintomatologia general y de velocidad de
eritrosedimentacién elevada (mayor de 20 UW). Esta tltima se determiné
tanto para corroborar el diagnédstico de RL como para valorar la evolucién
de los casos.

Los 20 pacientes fueron divididos en dos grupos:

AR) Grupo de casos, 10 pacientes con diagnéstico de lepra lepromatosa
nodular o difusa (8 hombres, 2 mujeres con edad promedic de 42 afios;
rango de 18 a 66 afios), que durante el estudio cursaron con reaccién
leprosa tipo II (uno o més episodios) y fueron estudiados con y sin
leprorreaccién una vez remitida mediante el usb de talidomida. La primera
muestra fue obtenida con RL tipo I y sin recibir talidomida. La segunda fue
tomada ya sin RL y en tratamiento con talidomida aproxiamadamente 1 mes
después de la primera. En algunos pacientes (casos: 2, 13, 14, 15, 18 y 21)
fue posible obtener una tercera muestra (2a postreaccional) posterior a los
4 meses de tratamiento con talidomida. En ellos se investigaron las
caracteristicas clinicas de la RL: tipo y nfimero de lesiones existentes en el
momento de la valoracién clinica, evolucién de la enfermedad y tratamiento

antihanseniano recibido (ver tabla 1).
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TABLA 1. CARACTERIBTICAS DEL GRUPO DE CABOS

Paciente Sexo Edad Clasi Evolu RL** Lesio Trata
No. (afies) fica~ cién- tipo nes mien-
cién* (afos) (No.} to+
2 M 66 LLN 4 ENL 18 R,D,C
9 M 46 LLN 10 ENL 26 R,D,C
10 F 53 LLD 28 ENL 12 R,D
11 F 18 LLN 14 ENL 5 R,D,
C+T
13 M 47 LLN 3 ENL 45 R,D,C
14 M 36 LLN 5 ENL 20 R,D,C
15 M 29 LLN 1 ENL 35 R,D
18 M 42 LLD 7 FL+ENL 8+7 R,D,C
20 M 37 LLN 1is ENL 20 [od
21 M 46 LLD 30 ENL 38 R,D,
c,T

* LLNe lepra lepromatosa nodular; LLD- lepra leprcmatoan difusa.

** ENL= eritema 1 FL= de Lucio.
+ R= rifampicina 1200 mg/rnea; D= DDS 100 mg/dia; C= clofazimina 100 mg C/ler

dfa; T= talidomida 100 mg/dfa.
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B) Grupo control, 10 pacientes con diagnéstico de lepra polar o subpolar
L 6 T (8 mujeres, 5 hombres con edad promedio de 57.3 afios; rango 35 a 71
afios), sin reaccion leprosa tipo I durante el estudio y en quienes se obtuvo
muestra serolégica unica tanto para la determinacién de TNF como para la

velocidad de sedimentacién globular (ver tabla 2).

TABLA 2. CARACTERIBTICAS DEL GRUPO CONTROL
Paciente Sexo Edad Clasifica Evolucién Trata-
No. (afios) cién* (afios) mientok*
1 M ) 35 LLN 19 R,D,C
3 M 61 LT 18 D,C
4 F 59 LLN » 30 R,D
5 F 56 LLN 8 D
8 F 42 BT 4 R,D
16 M 66 LLN 26 R,D
17 M 64 BT 23 R,D
19 F 71 BL 2 R,D
22 F 68 BT 3 D,P
25 M 51 LLD 24 R,D

* LLN= lepra lepromatosa.nodular; LT= lepra tuberculoide; BT= dimorfo
tuberculolde; BL= dimorfo lepromatoso; LLD= lepra lepromatosa difusa.

LA R= rifampicina 1200 mg/mes; D= DDS 100 mg/dia; C= clofazimina 100 mg ¢/3er
dia; P= prednisona 20 mg/dfa.
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Inclufmos un segundo grupo control constituido por 10 sujetos sanos en
quienes se determiné la concentracibn de TNF como parametro de
referencia (ver tabla 3).

Fl procedimiento técnico empleado incluyé:

1)  Obtencién de 2 ml de sangre venosa periférica para la determinacién
de velocidad de sedimentacién globular expresada en unidades
Wintrobe.

2) Obtencién de 20 ml de sangre periférica sin anticoagulacién mediante
venopunciéﬁ en ayunas, con la que se realizdé el siguiente
procedimiento:

a) Separacidén del suero mediante centrifugacion.

b) Congelacion de alicuotas del suero a - 70-C (congelador Revce)
hasta su uso (una vez reunido el total de muestras para ser analizadas
bajo las mismas condiciones).

¢) Comparacién del patrén de reconocimiemto de antigenos del

M. leprae por los sueros de los pacientes (Grupo I "casos")
reaccionales y postrreaccionales, por Westem-blot.

d) Bioensayo de citotoxicidad de 1929 con TNF (ver adelante).
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WESTERN BLOT. Como antigeno se utilizé un extracto soluble de bacilos de
M. leprae obtenido de armadillos infectados con bacilos provenientes de
lepromas humanos. Brevemente, este extracto se obtuvo al centrifugar
bacilos rotos mediante sonicacién a 100 Watts (15 min en bafio de
hielo/agua); los bacilos fraccionados se centrifugaron a 10,000 g durante 10
min; el sobrenadante de esta muestra se designd como extracto soluble de

M. leprae (MLSE), y se ajustd a una concentracién de 1 mg/ml de proteina.

Veinte microgramos de MLSE se separaron por electroforesis en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida al 10% con dodecil sulfato de sodio (SDS
0.1%) y ditiotreitol 5mM. Los antigenos separados se transfirieron
electroforéticamente a una membrana de nitrocelulosa de 0.22 s en
regulador de transferencia (glicina 140 mM, Tris-HCl 50 mM pH 7.5),
durante 16 h a 100 mA. Esta membrana se bloqueé con leche descremada
al 5% en PBST durante 30 min, se lavd 3 veces con PBST y se incubé durante
16 h con el suero del paciente diluido 1:100 en PBST. Nuevamente se lavd
3 veces con PBST, para después incubarla 2 h con suero de cabra anti IgG
e IgM humanas (en forma individual) conjugado a peroxidasa de rabano

(dilucién 1:3000 en PBST). La membrana fue lavada 4 veces con PBST y una
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vez con PBS (todas las incubaciones se realizaron a temperatura ambiente).
Las reacclones antigenc-anticuerpo se pusieron de manifiesto con el
sustrato: 3-araino-9-etil-carbazolona (6 mg en 1.25 ml de N,N-dimetil
formamida, mezclados con 25 ml de regulador de acetatos 0.05M pH 5, con
25 4l de peréxido de hidrégeno 30%). Las bandas reve!a_das con el

anticuerpo enzima se observaron de color ocre intenso.

BIOENSAYO DE CITOTOXICIDAD. Para determinar la citocina TNF presente
en suero, utilizamos un ensayo estandar con células tumorales de ratén L929
(69). Brevemente, las células 1929 en medio RPMI 1640 con 5‘;/6 (vol/vol) de
suero fetal de ternera, fueron colocadas a una concentracién de 3 x 10
células por pozo en placas de microcultivo de 96 pozos (Nunclon) e
incubadas durante toda Ja noche a 37-C en una atmosfera de 5% de CO, y
95% de aire. Los sueros de los pacientes fueron diluidos en forma seriada en
RPMI 1640 con 1.0 xg/ml de emetina, y volimenes de 100 p] de cada dilucién
fueron agregados a los pozos en presencia o ausencia de un antisuero TNF
policlonal de conejo a una dilucién 1:1000. Tras 20 horas de cultivo, la
supervivencia celular fue evaluada mediante la fijacién con glutaraldehido al

2.8% y tincién de las células con cristal violeta (2% en metanol al 20%)
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solubilizando las células tenidas con 0.1 ml de Acido acético al 33% por pozo
y leyendo‘ la absorbancia de cada pozo a 470 nm con un autolector
microelisa. El porcentaje de citotoxicidad fue calculado como (1 -
absorbancia de la muestra/absorbancia del control) x 100. Se utilizé RPMI
1640 en los pozos control. Una unidad TNF fue definida como la cantit:iad de
TNF que permitié la supervivencia del 50% de las células. Una muestra de
suero fue considerada TNF-positiva si la diferencia en supervivencia celular
fue estadisticamente significativa (P<0.05) con ausencia y presencia de
antisuero TNF. El ensayo de supervivencia celular se realizé por triplicado
y con desconocimiento de las caracteristicas clinicas y laboratoriales de los
pacientes; durante el estudio las muestrés fueron aleatoriamente
seleccionadas para su colocacién en las placas. Se incluydé un estandar
interno en el ensayo de TNF encontrdndose que 1 unidad de TNF es igual

a 0.43 pg de TNF.
ANALISIS ESTADISTICO. El analisis estadistico de los resultados del

bioensayo se realizé por la prueba de Fisher y en su caso con la priueba de

T pareada. (El nivel de significancia fue de «=0.01).
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RESULTADOS
La primera parte del estudio consistié en la determinacién de los
valores de TNF medidos por bioensayo empleando la linea de fibroblastos
de ratén 1:929. En la tabla 3 se observan los valores expresados en U/ml
tanto del grupo de casos (con RL y sin talidomida, y sin RL y con talidomida)

como del grupo control y de sujetos sanos.
En la segunda parte del estudio determinamos la presencia de
antigenos inmunodominantes de M. leprae mediante Western lélot o
inmunoelectrotransferencia. A continuacién se muestran los resultados del

mismo.
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TABLA 3

VALORES DE TNF-alfa (EN U /ml) MEDIDOS POR BIOENSAYO

GARUPO DE CASOS CON LL Y RL

No. DE MUESTRA:

GRUPO DE CONTROLES SIN RL Y SIN

TALIDOMIDA

SUJETOS SANOS

G PACIENTEILL/BL]:VSG" [PACIENTE[TT / BTjvsG:
2 2442 | ND++ | 2528] ND | 89.4 7 s 85.7| ND 3 261.1{ ND A 16.0
9 4784 | 57| 4784| a7 ND 4 1788| ND 8 2033[ ND B 431
10 [ 2176 | 47 | 1080] 21 ND 5 178.8] ND 17 3069] 28 c <50
1" 1788 8 171.4(_ 8 ND 16 907t 7 22 283.7| 14 2} 51.0
13 87.5 55 27.5| 43 <5.0 30 19 164.3| 18 E <5.0
14 [ 2011 | 20 | 2082] 16 | 1174 6 25 1484] 19 F 52.0
15 | 1131} 62 | 2170] 34 | 447 8 G a1
18 | 2635 | 56 | 2635| 32 | 1929 | 46 H 27
20 | 3200 | 57 | 1902| 12 ND 1 316
21 2528 | 70_ | 2262] 64 | 1058 | 67 J <50

*TOMADA CON RL Il Y SIN INGESTA DE TALIDOMIDA

** TOMADA 4 SEMANAS DESPUES DE LA 1a., SINRL It Y CON TALIDOMIDA SIN RL

*** TOMADA CON 4 O MAS MESES DE TRATAMIENTO CON TALIDOMIDA
+VSG=VELOCIDAD DE SEDIMENTACION GLOBULAR EN UNIDADES WINTROBE
++ ND=VSG NO DETERMINADA



Fig. 1. Westem blot de extracto soluble de M, leprae (MLSE) revelado con
los sueros de pacientes lepromatosos 2 y 9 con (+) & sin (°) reaccién tipo
II. Como segundo anticuerpe se usaron conjugados de cabra anti-IgM (M)
6 anti-IgG (G) humanas, marcados con peroxidasa.
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Fig. 2. Western blot de extracto soluble de M. leprae (MLSE) revelado con
los sueros de pacientes lepromatosos 10 y 11 con (+) 6 sin (°) reaccién tipo
II. Como segundo anticuerpo se usaron conjugados de cabra anti-Igh (M)
6 anti-IgG (G) humanas, marcados con peroxidasa.
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Fig. 3. Westem blot de extracto soluble de M. leprae (MLSE) revelado con
los sueros de pacientes lepromatosos 13y 14 con (+) 6 sin () reaccién tipo
II. Como segundo anticuerpo se usaron conjugados de cabra anti-IgM (M)
6 anti-IgG (G) humanas, marcados con peroxidasa.
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Fig. 4. Westem blot de extracto soluble de M. leprae (MLSE) revelado con
los sueros de pacientes lepromatoses 16 y 18 con (+) é sin (°) reaccién tipo
II. Como segundo anticuerpo se usaron conjugados de cabra anti-IgM (M)
& anti-IgG (G) humanas, marcados con peroxidasa.
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Fig. 8. Detalle de la figura anterior en que se observan bandas de
aproximadamente 28 kda (flechas) reveladas con IgM en el paciente 18,
portador de fenémeno de Lucio, que no se observaron en ningun otro de
nuestros casos.
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Fig. 6. Western blot de extracto soluble de M. leprae (MLSE) revelado con
los sueros de pacientes lepromatosos 20 y 21 con (+) 4 sin (°) reaccién tipo
II. Como segundo anticuerpo se usaron conjugados de cabra anti-IgM (M)
4 anti IgG (G) humanas, marcados con peroxidasa.
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DISCUSION

La cronicidad de la lepra puede verse interrumpida por episodios
agudos, reaccion leprosa (RL), que deterioran el estado general del paciente
(21). Estos episodios han sido relacionados con la presencia de complejos
inmunes (70). Sin embargo, existe evidencia de una activacion transitoria de
la respuesta inmune celular (29,46). El tratamiento de elecciéon de la RL es
la talidomida, que ademés de sus efectos sedante y antiinflamatorio, posee
efecto inmunosupresor (18), mediante la inhibicién del factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a).

De acuerdo con lo anterior, decidimos realizar un estudio temporal de
un grupo de pacientes con diagnéstico de lepra lepromatosa nodular o
difusa y presencia de episodios reaccionales tipo II, en los cuales el
tratamiento instituido para su resolucién consistié en el uso de talidomida (5).
En ellos, pretendimos valorar el estado tanto de la inmunidad celular (IC)
como de la inmunidad humoral (IH) a través de la determinacioén de los
niveles séricos de TNF y el esquema de reconocimiento antigénico de M.
leprae por Westemn blot, respectivamente. Como marco de referencia
incluimos sujetos sanos y pacientes con lepra lepromatosa sin RL, as{ como

pacientes con BT y TT.
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En la primera parte del estudio encontramos que los niveles séricos de
TNF en sujetos sanos alcanzaron valores méximos de hasta 52 U/ml.
Mientras que en los otros grupos, tanto de casos como de controles, los
niveles observados alcanzaron cifras hasta de 478.4 U/ml, diferencia
estadfsticamente significativa ps0.01, (ver tabla 3), acorde con lo sefialado
por otros autores (71,72).

En la primera muestra del grupo de casos (pacientes con reaccién
leprosa y sin talidomida), observamos que los niveles de TNF se
encontraban elevados, siendo semejantes a los observados en el grupo de
controles con lepra TT o BT (diferencia estadisticamente no sig.niﬁcativa). Es
interesante mencionar que el grupo de casos tuvo niveles muy por encima
de los del grupo control con lepra lepromatos (sin historia de episodios
reaccionales), siendo la diferencia estadisticamente significativa (ps0.01).

Al realizar el andlisis estadistico entre los valores de TNF del grupo de
casos con reaccion leprosa (muestra 1, sin talidomida) y primera
postreaccional (muestra 2, con talidomida, 4 semanas después de 1a 1a) no
se observaron diferencias significativas. Nos llama la atencioén que los niveles

de TNF tras un mes de tratamiento con talidomida, no mostraron
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un descenso significativo, a pesar de la resolucién clinica del cuadro
reaccional. Esto difiere a lo planteado originalmente (hipStesis de trabajo),
en que suponiamos que la mejoria clinica de la RL se deberia correlacionar
con una disminucién en los niveles de TNF. E! planteamiento original de
nuestra hipétesis se basé en los trabajos de Kaplan y col. (18) quienes en
estudios in vitro demostraron que la talidomida inhibe "selectivamente” la
sintesis del &cido desoxirribonucléico mensajero (RNAm) que codifica para
el TNF-a. Es importante recalcar que en este estudio en particular, la
inhibicién de esta citocina se demostr6 en un sistema in vitro, usando
concentraciones de talidomida muy por encimav de los niveles terapéuticos
habitualmente empleados. En nuestro trabajo no cuantificamos la capacidad
de induccién de TNF-q, sino que nos avocamos a medir las concentraciones
séricas de la citocina, que pensamos es mas representativo de las
condiciones fisiopatolégicas de la RL.

Nuestros hallazgos sugieren que la resolucién clinica de la RL no
depende exclusivamente del descenso del TNF, por lo que consideramos
que: 1) la talidomida actlia in vivo a través de més de un mecanismo. Como
ha sido ampliamente documentado, la talidomida tiene efectos muy diversos,

inhibiendo la sintesis de inmunoglobulinas (Ig's) (19), 1a reaccién de injerto
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contra huésped (GvH) (16) y la quimiotixis de polimorfonucleares (5), entre
otros. 2) la reaccién leprosa es un fenémeno multifactorial, siendo ilégico
suponer que su aparicién dependa en forma exclusiva de la alteracién de
una sola citocina.

En el seguimiento de los casos en que fue posible obtener una
segunda musestra postreaccional, 4 6 mas meses después de tratamiento con
talidomida y sin evidencia de RL, observamos que los niveles de 'I_‘NF. si
bien no alcanzan valores normales, si descienden significativamente (p=0.01
entre casos). Al ser comparados con el grupo control (exclusivamente con
LL), no se detectan diferencias significativas.

Es importante mencionar cue en un principio el grupo control se habja
considerado en conjunto (TT, BT, LL y BL sin RL y sin talidomida). Sin
embargo, dado que los pacientes del polo T mostraron niveles
significativamente mas elevados que los del polo L, decidimos conformar dos
subgrupos control. Los pacientes en el polo T mostraron niveles de TNF tan
elevados como los del grupo de casos con RL y sin talidomida. Esta
aparente contradiccién, en la que se esperaria que los niveles de TNF en el
grupo T fueran significativamente menores a los del grupo L con reaccién

leprosa, suglere que el umbral dafio-beneficio causado por TNF es muy
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estrecho, pudiéndose observar cuadros fisiopatolégicos distintos. Estos
hallazgos concuerdan con los resultados obtenidos por Silva y Foss (71) y
Samo y col. (73) quienes demostraron niveles elevados de TNF en suero
tanto en pacientes con LL como TT.

En la segunda parte de este trabajo se analizé la inmunidad humoral,
mediante el andlisis del patrén de reconocimiento de antigenos de M. leprae,
empleando la técnica del Westem blot. Analizamos la respuesta
exclusivamente en el grupo de casos en estado reaccional y no reaccional,
considerando que los pacientes en el polo T y los individuos sanos, no
reconocieron importantemente (resultados no mosttados) los antigenos de
M. leprae. La respuesta de anticuerpos se disecd empleando conjugados
anti-IgM e IgG humanas. En el caso de la respuesta primaria IgM), se pudo
identificar un pobre reconocimiento de antigenos, encontrandose la
respuesta dirigida fundamentalmente contra la lipoarabinomana (LAM)
(banda con peso molecular (PM) de 60 a 46 KDa) (ver fotos 1 a 8, carriles
M). Solamente el paciente 18 (con fenémeno de Lucio y ENL) reconocid una
banda de ~28 KDa con anticuerpos de la clase IgM. Desconocemos el
significado de este reconocimiento, sin embargo, dos proteinas con este PM

han sido descritas en M. leprae, una de ellas es la superdxido dismutasa
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(SOD) (74) y la otra es una proteina reguladora de fierro (75), ambas
reconocidas por pacientes lepromatosos.

La respuesta de anticuerpos de la clase IgG fue méas diversa,
reconociéndose antigenos en un rango de PM més amplio: de 200 a 14 KDa.
Es importante mencionar que hay una predominancia de reconocimiento de
la LAM y de bandas de PM bajo (29-14 KDa). Desafortunadamente, no fue
posible confirmar nuestra hipétesis de trabajo, el que la reaccién leprosa se
induce por el reconocimiento de un antigeno, que posiblemente se‘ libera
previo a la reaccién, ya que no observamos patrones diferentes de
reconocimiento, entre los sueros durante y después del episod'io reaccional.
No podemos descartar el que si exista un reconocimiento particular, ya que
inicamente empleamos dos clases de Ig’s, por lo que proponemos que una
posible extensién de este trabajo podria ser la utilizacién de conjugados anti-
subclases de IgG humana (i e. IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4), lo que ampliaria el
universo de reconocimiento.

Es obvio y neceéario que se requiere también un estudio de la
partipacién y regulaciéon de otras citocinas, como las IL-1, 2, 6 y 10, en la

patogénesis de la reaccién leprosa,
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CONCLUSIONES
Los paclentes con lepra lepromatosa en reaccién muestran niveles
elevados de TNF.
Al menos a un mes postratamiento con talidomida y ya sin evidencia
clinica de RL, los valores de TNF son practicamente iguales a los
reaccionales.
A cuatro meses o mas de tratamiento con talidomida, los niveles de
TNF de los pacientes reaccionales descendieron significativamente, y
son semejantes a los de pacientes lepromatosos sin historia de
episodios reaccionales.
Los pacientes TT mostraron niveles tan elevados como los pacientes
LL en reaccién.
Los sueros (IgM e IgG) de un mismo paciente con y sin reaccién
leprosa no muestran un patrén de reconocimiento antigénico diferente.
Las muestras del paciente con fenémeno de Lucio y ENL mostraron
anticuerpos de la clase IgM cque reconocieron una proteina en el
extracto de M. leprae con un PM de 28 KDa.
Nuestros hallazgos sugieren que la reaccién leprosa es un proceso

multifactorial que no depende aparentemente de la alteracién de una



sola citocina (TNF), sino de la compleja interaccién que debe existir
entre citocinas, células, anticuerpos y mediadores de la inflamacion.
El efecto de la talidomida, al menos in vivo, no parece estar
relacionado con el descenso de los niveles de TNF sérico en la

resolucién clinica de la reaccién leprosa.
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