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RESUMEN

Se planted la hipotesis de que parte de la inmuno-
patogenia de la lepra lepromatosa s5¢ debe a una produccidn
deficiente de [1-1. Para comprobarla se |llevéd a cabo el
estudig de la produceidn de [11-1 por macrdfagos estimulados
con LFS de pacientes con lepra lepromatosa y tuberculolde,
asi como de sujetos sanos. Los rTesultados obtenidos reve-
l&ron que la cantidad de [1-1 Total ( Il-1 intracelular +
[1-1 extracelular), es {gual en los tres grupos de sstudia.
Sin smbargo 1la L1-1 liberada en forma espontd&nea es mayor en
los pacientes leproastosos, por 1o que al obtener la can-
tidad de la [l-1 Inducida (restando la espontdnea), eésta
parece estar disminyfda, Probablemente ésta es3 la razon por
la cual otros autcres han sugerido una deficiencia de [1-1

en esta enfermedad y otras infecciones.

La hipdtesis fué rechazada en cuanto a la demostracidn
dael defecto en |os macrdfagas de los pacientes |epromatosos
para producir [1-1, Al ternativamente se prosiguld a es-
tudiar |la causa de la liberacidn espontanea (secrecicdn) de
[l-1 por los macrdfagos de estos paclentes. Se estudid |la
posibilidad de que fi, leprae fuera inductora de [l-1, Para
cogmprobarlo se obtuvieron baclilos de M, leprag de |epromas

de paclentes, H. tyberculusis 2islado de un paciente con

tuberculosis pulmonar y la cepa avirulenta H37 Ra de
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M. tuberculosjs como referencia de una bacteria no patdgena.

Los resultados muestran que |las tres cepas I(nducen la
producclion de 11-1, presentando diferencias en las dasis
optimas de estimulo. M. tubarculogpis (virulento y avirulen-
to) es mejJor lnductor de l1-1 con 10 y 50 bacilos, ya que a
{00 bacteria por macréfago declina su efecto sstimulante,
mientras que con #. \eprag, muestra un efecto de doisis
respussta, A mayor n(Gmero de bacilogs mayor produccldn de
[1-1, {ndependientemente de s1 |los macréfagos son de pa-

cientes 0 de sujetos sanor.

Estos resultados sugiesren que I|a secrecidn de 11-1
espontanea por los macrifagos de los pacientes |epramatosos,
estad relaclionada con el nGmere de bacilos de M. leprae. Lla
produccién de [l-1 con log productos de sonicacldén de las
tres cepas de micobacterias, se mantiene sélo con M. leprae,
Ilo que se correlaciona aGn m&s con la presencia de un coa-
ponente presente en esta especie bacterlana. Con las cepas
de M. tuberculosis disminuys €| efecte [nductor. Al ertudiar
la activacién de los macrdfagas por el glicolipido fendlico
(GLP-1) camponente exclusivo de M, leprae y de lipoarabing-
wanana (LAM), componente compartido con M. tuberculosis, se
cbserva que ambas moléculas son inductoras de 1)/-1, tanto en
gacrofagos de paclentes lepromatosos, como en macréfmgas de

sujetos sanos. La cantidad de 11-1 e5 ligeramente wayor con



3
GLP-{ que can LAM a concentracidn de 10 pugr . LAM no varia
su efecto Inductor a ésta Gitima concentrac{dn. Finalaente
la producclidén de 11-1 <con 1,10 SO y 100 ugr de GLP-1 en
macrGfagos de pacientes |epromatosos y de sujetos sanos,
muestra una respuesta proporcional entre la cantidad de [1-{

que Se@ produce c¢con la dasis estimulante,

Con estos resultados se demusstra Qque la liberacidn
espontianea de [l-1 por los macrdfagos de los pacientes con
lepra lepromatosa, esta relacionada con la presencia de las
bacilos de M. leprae y especificamente con su couponents

glicolipide fendlico 1 (GLP-1),

Por lo tanto se propone lo sigulentse: Si la [nter-
leucina 1, ademés de estimular la proliferacidn de linfoci-
tos tiene otra actividades bioldgicas como, la de producir
fiebre, activar la proliferacidon de fibroblastos, activar la
producciéon de caquectina, coldgena, colagenasa, prostaglan-
dinas etc. la Interieucina 1 secretada en forma aparente-
aente espontanea en gstos pacientes, puede wxplicar parte de
la inmunopatogenia de la enfermedad lepromatosa a través de

sug efectos saobre las otras cé&lulas blanco del organismo.



INTRODUCCJON

Los mecanismos de resistencia natural a la infeccitn en
el hombre, {ncluyen barreras de tipo anatdmico, factores
bicauimicos y elementos celulares fapgocfiticos pollimorfo-
nucleares y mononucleares. EI|l hambre y diferentes especies
animales, son susceptibles a infecciones por ciertos micro-
organismos. La susceptibilidad depende de los regquerimientos
nutriclonales ¥ ecoldgicos del par&sito, y del buen fun-

clonamientc de estos mecanismos de resistencia natural.

Las infecciones por microorganismos intracelulares

tienen predileccidn por los macrofagos donde pueden multiy-

plicarse . Los primeros estudidgs que demostraran la par-
ticlpaclon directa de las cé&lulas moncnucleares en eaeste
tipo de infecciones fueron los hechos por Suter en 1952
¢ 1) can bacilos de M. tuberculosis. Este investigader

postuld diferentes mecanismos de sobrevivencia de los gérme-
nes intracelulares, que son por un lado los componentes
superficiales del parasito, y par otro, facteores que inhiben
el metabolismo de la célula parasitada. Mackaness ¢ 2 )
encontrd en un modelo experimental en ratas que la resisten-
cia a [isterias, brucelas y wmicobacterias, se debs a los

macrdfagos, los cuales destruyen a estas bacteriags intrace-

lulares facultativas. Ademds que ia iInfeccidn previa en
estas ratas con M., tuberculosis, 1as hacian was resistentes
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8 infecciones posteriores. Dannenberg ( 3 ) observo que los
macrdfagos de ratones previamente vacunados con BCG tenian

mayor capacidad microbicida contra L. sonocitdgenes ¥

S. tiphywurius. También postuld que los macréfagos pr iden
sctivarse ¢ morir en una lesidn infecclosa activa, y que
esta activacidn o muerte depende de! namero de microorganis-
mos infectantes y dml estada previa de activacidon de laos
macrdfagos. Hibss en (973 ( 4 ) demostird que macrdfagos
activados in vitro con l!ipopolisacaridos (LPS), BCG y toxo-
plasmas, también incrementaban su capacidad citotéxica
contra fibroblastos tumorales y su actividad microbicida

para toxoplasmas.

La activacion de los macrifagos posterior a una infec-
cion exparimental con bacterlas patdgenas o BCG se debe &
los productos derivados de los linfocitaos T, llamados wen
forma genérics Linfocinas. Esta relacidn entre los linfoci-
tos y los macdfagos fue observada desde 1969 por Mackaness
( 5) y Fowles ( 6§ )Y.,Posteriormente Nathan en (973 < 7 )
caracterizd las fracciones gque coentenian los factares ac-
tivadores de ios macrdfagos |lamades Facgtar de inhibicidn de
la mlgracidn de macréfagos (MIF) y Factor activador de

macrdfagos (MAF).

Pearson ( 8 ), Hammond ( 9 ) y Whal ( 10 ) encontraran

que e] macréfage activada incorpora 17 veces mas gluccsa-
5



En 13 actualidad se le ha dado mas importaacia al
macréfage en cuanto a su funcidn inductora de la innunidad
adgquirida. Friedman ¥ colaboradores ( 13 ) en 1863 pucli-
caran por primera vez que las celulas mononucleares wz 13
sangre perifeérica o sus extractos eran importantes para la
induccidn de la respuesta inmune. En 1964 Adier y colabe-
radores ( 14 ) publicaron que extractos de RNA mensajera de
logs wmacrdfagos eran las moléculas que en contacto con los
antigenos participaban en ei mecanismo de aparicidn de las
anticuerpos. Posteriormente Mosier ( 1S ) aportd evidencias
de la participacién directa de las células adherentes en
dicho mecanismo y que al parecer se requeria del contacto
cé&lula-célula para una estimulacion adecuada. Al inicio de
las 70s se postuld que se requeria del macréfago para que
éste fagocitara, digiriera y presentdara los antigenos a los
linfocitos y que alguna safal entre el contacto de las das
células debfa provaocar la proliferacitn de la célula estimu-
lada. En 1972 Gery, Gershon y Waskman ( 16 ) publicaron que
los macréfagos estimulados in vitro con LPS o con fitohemo-
aglutinina (PHA) producian una protefna que poselia la carac-
teristica de potenciar |3 proliferacidén de los linfociteos T
y de timocitos de ratdn estimulados con mitdgenos, a la que
denominaron Factor activador de los [infocitos (LAF), Esta
molécula fueg repartada también posteriormente por Unanue vy

Kigly ¢ 17 ) a3 la cual denominaron Proteinz mitogénica (MP?
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Y qQue poseia las mismas caracteristicas de! LAF. Blyden y
Handschumacher estimulando con LPS a leucccitos ¥ monocitos
humanos obtenidos de sangre periférica, caracterlzaron este
factar parcialmente como glicoproteinas de dos rangas da
peso molecular, entre 50,000 y 13,000 daltons ( 18 ),
Varios investigadores publicaron |la pregsencia de este mismo
factor en el sobrenadante de diversog cultivos celulares,
por ejeaplo: de cobayos (Rosenstreich. 1976), de ratén (Gery
y Waskman, 1977), de rata (Haessli, 1977], de momnec y de
perro (Blyden y Handschumacher,1977) y de conejo (Ulrich,
1978) € 18 ). En el Comité Internacicnal de Nomenclatura
se propuso el término de Interleucina 1 (I1-1) para esta
monoecina (¢ 20 ) que fyé aceptado por la comunidad clenti-

flca.

El término de [(nterleucina | agrupa 3 una familia de
glicoproteinas producidas por los menocitos/macrdfagoy
principaimente, que poseen actividades bialégicas Iinmuncamo-
duladoras y proinflamatorias. Las estudios iniciales para
caracterizarla fueron heches en los sobrenadantes de los
cultivos de macr&fagos de diferentes especies inducidos con
E. colj, Silica ¢gsl y particulas de Latex. Los pesos mole-

«oulares descritos estan entre 12 ¥y 17 Kd. y de SO a 75 Kd.

Se han descrito cuando menos dos distinas wmolécula de [1-1
husana, denomiradas &aifa y beta, y se han aislado 2 molécu-

las de RNAm dfstintogs que codifican para dos protefnas de umn
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peso molecular de 31 Kd. Estas proteinas de residencia
intracelular. posteriormente se€ progesan y liberan a dos
proteinas de un peso molecular de 17.5 Kd. La secuencia de
aminodcidos entre ambas €es muy Pparecida, semejanza gque
también es observada con la molécula precursora de la
[1-! murina que tiene un P.M. de 37 Kd, en !a cual axiste un
62% de homoleocgia con la molécula precursara de 1a [Inter-
leucina 1 alfa humana ¢ 21 ). Se ha estudiado también la
cinética de aparicién de los precursores de ambas Iinter-
{eucinas por medio de estudios {nmunocitoquim{cos, detectan-
dolas desde las 2.5 horas de incubacidn en los monocitos
estimulados con LPS, obteniénde un pica madximo de acumula-

cién a las 21 haoras ( 22 ),

La Induceidn de la respuesta inmune requiere Ila par-
ticipacion del macréfago como célula presentadora de los
antigenos y como productora de Interleucina 1. El linfocitae
T reconoce al antigenc a través del contacto de su receptor
con ol complejo que forman ! antigeno y las moléculas de la
clase !l del complejo wmayour de histocompatibilidad de Ila
membrana del macrdfago. Estudios en sistemas wmurinos han
demostrado que |a Interleucina | semipurificada obtenida de
los sabrenadantes de |os wacrdfagos, puede reemplazarlas
para inducir la proliferacién de los= linfocitos activadas
con mitdgenos. La Interleucina | directamente no es la

responsable de [a divisidn celular, sino la accidn de la
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Interieucina 2 liberada por los (infocitos T cooperadores
( 23 ). Esta relacién bioldgica entre ambas interl!eucinas
fué posteriormente apoyada experimentalmente por Smith y

colaboradores en 1980 ¢ 2a ).,

Muchas otras células ademé&s de los macrdfagos, produ-
cen Interleucina 1 1 keratinocitos, cé&lulas gingivales,
c&lulas epiteliales, fibroblastos. células mesanglales,
astracitos y célulaa corrneales. As{ mismo, adem&s de activar
la sintesis de DNA y la produceciéin de Interleucina 2 en
timocitos y linfocitos T, la [nterleucina 1 presenta las
siguientes actividades bioldgicas:
1.- Activa a linfecitos B y estimula la praduccidén de
inmunogliobulinas T dependientes ( 25 ).

2.- Estimula la proliferacidn de logs fibroblastos y la
sintesis de colagenasa ( 26 }.

3.- Estimula a los hepatocitecs a producir altos nive-

les de proteinas de fase agada ( 27 ).

4_- Estimula a la médula dédsa para producir un incre
mento en ta liberacidn de neutréfilos ( 28 ).
5.~ Estimula la produccién del Factor de necrdsis

tumoral o Cagquectina ( 29 ),

€.~ Incrementa la liberacidn de Prostaglandina E vy
enzimas protealiticas poar células sinoviales vy
condraocitos ( 30 ),

7.~ Aumenta la sintesis de colagena ( 31 ).
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B8.- Activa a los osteoclastos ( 32 ).

Por todas estas actividades bioldglicas se considera =
las interleucinas alfa y beta, como hormonas que regulan la
inflamacidn y 1la regeneraci®n tisular. Estas moléculas
actdan sobre las cé&lulas blance a través de receptores de
[1-1 presentes gn la womembrana plasaétiCa. cuya afinidad y
distribucidn probablemente varie en cada cé€lula respon-
dedora a la aeccidn de la 11l-1 (fibroblastos, hepatocitos
etc.). La estructura biogquimica del receptor fué publicada
per Dower, Gillis y atros investigadores. Es una proteina
de un peso malecular aproximado de 80 Kd y que posee la
misma especificidad para ambos tipos de interleucinas, y se
mancionan dos clases de receptores, uncs de alta afinidad Yy
otros de baja afinidad segan el sistema <elular estudiado

¢ 33 ).

En 1985 Kurt-Jones y colabaradares ¢ 34 ) pudblicaron la
presenciz de wmoléculas de interleugina 1 3sociada a la
membrana de macrdfagos murinos con capacidad de sstimular
también la proliferacidn de las timocitos y linfocitos T.
Un afo después, Weaver y Unmanue ( 35 ) publicaron gque su ex-
presidn estaba relacionada con la induccién antigénica
especifica y con la presencia de factores solubles derivados

de linfocitos T.
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Parece ser que las c¢celulas T pueden induecir a los
macrofagos a expresar l1-1 de membrana, ya sea par contacte
directo célula-célula a traves de la unidn del receptar de T

con el antigeno o a través de |a produccidn de l[infocinas .

La informacidn que se tiene actualmente es la sigulen-
te: 1) se han descrito tres sitios de localizacidn de la
interleucina 1l:intracsliular. en |3 membrana y extracelular-
mente; 2) se han descrito dos moléculas de RNA mensajeros
diferentes que codifican para Jlas proteinas intracelulares
precursoras de la [l--1 alfa y la [1-1 beta; 3) se ha
caracterizade €l receptor para ambas moléculas de 11-1 y que
al parecer es el mismo, segln las estudios de sus constantes
de afinidad, ¥y 4) las substancias inductoras de su produc-
cidn hasta ahora mejor estudiadas son lipopolisacaridos
(LPS), particulas de silica, ldtex, phorbol de miristato

acetata (PMA) y bacterias como listeria y BCG.

El método que mas se utiliza para medir I1-1, es al
propuesto irnicialmente por Gery y Waskman ¢ 36 ) que mide la
capacidad de la Interleucina 1 de potenciar la proliferacion
de los timocitos de ratdn de la cepas CBAAN o C3H\Hej, es-
timulados con fitohemoaglutinina (PHA) o Concanavalina A
(ConA). La prol!iferacidn se mide por la incorporacidn ai DNA
da timidina marcada con tritio y las lecturas se obtienen en

cyentas por mlouto (CPM)., Mas recientemente se ha desarro-
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l1lado un meétodo inmunoenzimatico con anticuerpos mongclaona-

les, pero a diferencia del primero, sdlo detecta la presen-

cia de la I!-1 pero no su actividad ¢( 37 ),

La respuesta inmune celular se manifiesta por l2 pre-
sencia de |infocitos T sensibjlizados productares de |in-
focinas, y par un incremento en la capacidad microbicida de
los macrdfagos, lo cual Tfinalmente deterwmina la resolucidn
de 1la enfermedad infecciasa. Esto 3ucede s6lo si el macri-
fago presenta al antigeno procesado a las linfoaecitas T ¥y

libera la Interleucina 1| necesaria.

Entre los microorganismos c¢onsiderados como intracelu-
lares patdgenos para el hombre tenemos a las salmonelas,
brucelas, listerias, mycoplasmas y wmicobacterias entre
otros. El comportamientc del macréfago al ser parasitado por
ellos es muy similar y la resistencia para las reinfecciones
depende de una buena respuesta  ([{nmune celular. En ¢l caso
de M. leprae, agente causal de Ja lepra o enfermsdad de
Hansen, !a infeccidn se puede manifestar en diferemntes
formas clinicas que se han relacjignado con el comportamlento
de! sistema inmune del huésped hacia el M. leprae y aGn
permanscen sin entenderse. La lepra &5 una enfermedad infec-
tocontagiosa, gquiz& una de las enfermedades infecciosas mas
antiguas que azotan a la humanidad. Los mecanismos patogé-

nices ne se caonocen tatalmente, ader&s la falta de buenas
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técnicas de diagndstico seroldgice y la falta de vacunas
para su prevencidn, contribuyen a que esta enfermedad, sea
de gran interés para muchos investigadores en el mundo.

El M. leprae s un bacile acido-alecohol resistentes,
d® residencia intracelular que parasita a macré6fagas ¥y
células de Schwann. No se ha encontradq la manera de cul-
tivarlo in vitro por lo que es dificil estudiar sus carac-
terfsticas bloguimicas, factores de virulencia, de resisten-
cia ¥ su tiempo de generacidn . E! armadillo es 13 Gnica
especie animal que se ha encontrado infectada en forma
natural, comg si éste fuera el reservorio de la enfermedad
en el humano. El| perfoda de incubacidn del bacilo es proba-
blemente de unos % &sAos o mdas, antes de Que aparezcan las
manjfestaciones clinicas de la enfermedad y su mecanismo
exacto de transmisidén es adn desconccido. Se acepta la via
respiratoria y el cantacta eéstrecho y prolongado camo In
forma mas probable de infeccidn. Afecta principalmente pisl,
mucosas y nervigs periféricos, presenténdo diversas mani-
festaciones clinicas, algunas de ellas con defarmidades
tales, que se caonvierte también en una enfermedad psicolo-
gica ( 38 ). Las diversas manifestaciones clinicas se co-
rrelacionan histaldgicamente e inmunoldgicamente, lo que did
base & la clasificaci®n propuesta por Ridley y Jopling en
1966 ( 39 ) en dos formas polares: lepra tuberculoide o
variedad benigna ¥y lepra |lepramatosa o variedad malignas, y

entre ellas formas intermedias como la lepra indeterminada,
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lepra en el borde tuberculoide, lepra en ¢l bhorde |eproma-
tosa y lepra dimorfa. En e! polo tuberculoide, el paciente
desarrolla inmunidad celular especifica contra M. leprae
que elimina a los bacilos, pero también dafra las terminacio-
nes nerviosas concomitantes al tejido infectado. En las
lesicnes se observa gran infiltraciédn de células mononuclea-
res, c¢Blulas epitelioides, macrdéfagos y escasos bacilos. En
el polo !spromatose, los pacientes presentan una falta de
respuesta inmune celular especifica pero um nivel alto de
anticuerpos en circulacidn. En las lesiones ¢l infiltrado
Inflamatoric consiste principalmente de histjoclitos <con
aspecto espumose y de forma globosa, probablemente por la
acumnulacidn de lcs lipidos del bacilo, proliferacidn de
fibroblastes, escasu y difuso infiltrado linfocitario vy
gran cantidad de bacilos dentre de I|as macrédfagos infec-
tados., El M. leprae tisndes a invadir e| torrente circulatao-
rio dandoc como resultadoc una bacteremia continua en los
pacientes lepromatosaos. La presencia de los antigenas en
circulacidn provaoeca l|a formacidn de complejos inmunes can
los anticuerpos producidcs y se depositan en los Vasdas
sangui{neos de pequerc calibre y en membranas glomerulares,
con gran compromiso de! sistema reticuloendotslial., ocasio-
nando una resccidn inmunopatolodgica tipe Il clasica, deng-
minada en esta enfermedad, Fendmeno de Luci{o o lepra reac-
tiva, La mayoria de los pacientes desarrgllan la variedad

lepromatosa, y es curioso que generaimente la mayor parte de
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la gente que se pone en contacto con el bacilo no desarrolla

la enfermedad ( 40 ).

La composicidn quimica de la pared celular de las
bacterias del género Mycobacterium #s muy caracteristica. Su
gran contenidc en lipidos tales como glicolipidos fendlicos.
| ipgarabinomananas, fosfolipidous, &cidos micdljcos, glicerg-
les, Aacidos grasos etc.; en polisacaridos como arabinosa,
arabinogalactanas, manosa, rhamnosa y aotros, les da prcpie-
dades Iinmunoldgicas peculiares. Algunas de eoestas substan-

cias han sido wtilizadas como inmunoestimuladoras por su

efecto adyuvante. El M. lepras comparte muchos de los com-
ponantes lipildicos y proteicos <con otras micobacterias.

Parece ser que €l compuesto Glicolipide fendlica tipo
(GLP-1] es una molécula exclusiva del H. lepraes ( 41 ), ¥
Frobablemente algunas proteinas que no estan adn completa-

mente identificadas.

El GLP-1, estd fermado por un trisacdrido unido por
un grupo fensdlico a una cadena de Pthioceral (29 carbones) vy
acidos micocéricos ( 42 ). E! doctor Mehra y cclaboradores

{ 43 ), estudiaron la participacién del GLP-1 en la estimu-

lacién de lgs linfocitos T supresores en |os pacientes
lepromatgsos, Encontraron que s{ hab{a actividad supresaora
demostrada {n vitro, en un cultive caon maononucleares dse

gangre periferica, estimulados con Concanavaiina A, ¥y que
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ésta actividad supresora no ocurria cuando se eliminaba el
trisacdrido terminal o se bloqueaha con anticuerpos monoclo-
nales. Estos resultados sugirieron que los pacientes con
lepra lepromatosa tenian linfocitos T supresores especificos
contra e! GLP-1 y més aidn, que el epitope responsable era el
trisacdrido terminal. Esto podria explicar en parte la
presencia de linfocitos CD8 (supresores) obsevados en cortes
histoldgicoa de las lesiones de los pacientes lepromatosaos

¢ 41,44 ).

Otros autores han tratada de explicar la inmunosupre-
siédn sn base a una disminucidn en el namere de linfocitos T
cogperadores y a8 una deficiencia en la produccién de (nter-
leucina 2. En 1983 Haregewgin ¢ 45 ) publicéd que las células
mononucleares de los pacientes lepromatosos mno producian
11-2 después de la exposicidn al H, loprae in vitro, pero
que <con la adicidn de esta linfocina al medio, las células
respondian al estimulo y proliferaban. 0Otros investigadores
buscaron la presencia de la Interleucina 2 y de células ¢on
receptores para [1-2, en cortes histoldgicos de las lesiones
de los pacientes, Ohservaran que en las lesianes de los
pPaclentes lepromatesos, habia una deficiencia de la produc-
cidn de I11-2 in situ, un nGmerc variable de células com
receptores vy ausencia de linfocitos partadores del fenotipo
CD4 ( 46, 47 ). Sin embargo Kaplan ¢ 48 ) publicd que adn

cuando se eliminen las células T supresoras con anticuerpos
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OKT8 y s=se adiciome al cultivo Interleucina 2, solo se in-
crementa una respu@sta ({nmune preexistente a otros antige-
nos, pero la respuesta a M. leprae no se® manifiesta, por lo
que caoncluyd que sl dafo esta en los sventos sforentes de la
respuesta inmune al M. leprae que no permiten la sensibili-

zacion inicial.

La funcion del maecrdfago es la que vultimamentg ha
llamadg la atencidn comao un posible mecanismo que pudiera en
parte explicar la inmunosupresidn. En 1877 Stobo ( 49 )
publicd que los macrafagas de pacientes con diversas infec-
clones fangicas producian un factaor soluble supresar (MS)
que era cap&z de inhibir la proliferacidn de les linfocitas
T normales estimulados <an mitogenos. Bullock ¥y Gershan
¢ 50 ) un afiy después ceportaron |la presencia de factares
supresores derivados de los macr6fagos de ratones C3H/Anf
infectados con M, lepraemurium, actividad que se potenciali-
zaba conforme progresaba la infeccidn y se correlacionaba
con la aparicidn de una segunda subpoblacién de cé&lulas
supresoras con caracteristicas de linfocites T. AfAos mas
tarde, Salgame {( 51 ) obtuve un factor supresor al lisar
macrdfagos de pacientes con lepra lepromatosa, gque suprimia
la respuesta de los linfocitas a las antigenos a los cuales
responcdian previawente, Este factor es estable al calor y
no diallzable y puede inhibir tanto a c@lulas respondedaras

a4 leproming., camog a estimulos wmitogénicos con PHA Y CanA.
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Tambi&n se ha sugerido una falla en la produccién de Inter-
leucina | comc responsable de la supresidn, come ha sido
reportado por MWatson y colaboradores ( 52 ) en 13 pacientes
lepromatesos, & tuberculoides y 2 indeterminados. Par la
tanto es posible que la falla en la produccidn de cltocinas,
sea en parte responsable de la deficiente proliferacidn de
les linfocitos T, ¥y con ello se permita la persistencia

intracelular de |los bacilos,.

Es indudable 4que las evidencias aportadas por |os
investigadores no explican satisfactoriamente el fenomeno de
inmunosupresidn especifica y de la inmuncpatogenia, presen-
tada por los pacientes con lepra lepromatosa, razén por la
cual nos avocamos a estudiar la produccidn de Interleucina I
de los macrdfagos de los pacientes con lepra y explicar =u

funcidn en la patogenia de la enfermedad.



HIPOTESIS

LA FALTA DE RESPUESTA INMUNE CELULAR EN PAC!ENTES CON
LEPRA LEPROMATOSA ATRIBUIDA A LOS LINFOCITOS T SUPRESORES,
NO EXPLICA SATISFACTORIAMENTE EL MECANISMO DE LESION
TISULAR. SABEMOS QUE LA PARTICIPACION DEL MACROFAGO ES
FUNDAMENTAL PARA [NDUCIR UNA RESPUESTA [INMUNE, PCR LO QUE
POSTULAMOS EN EL PRESENTE TRABAJO QUE PARTE DEL MECANISMOD
INMUNOPATOGENICO SE DEBE A UNA DEFICIENTE PRODUCCION DE

INTERLEUCINA | (IL-1) POR LOS MACROFAGQS DE ESTOS PAC[ENTES.

2Q



1.~

2.'

3-'

OBJETIVOS

ESTUDIAR LA PRODUCCION DE INTERLEUCINA | EXTRACE-
LULAR E INTRACELULAR INDUCIDA CON LIPOPOLISACARIDO
(LPS) EN LOS NACROFAGOS DE LOS PACIENTES CON LEPRA

LEPROMATOSA Y TUBERCULOIDE,

DETERMINAR §1 LA PRODUCION DEFICIENTE DE INTER-
LEUCINA 1 FPOR LOS MACROFAGOS DE LOS PACIENTES CON
LEPRA ES YA UNA CAONDICION NATURAL DEL HUESPED @

EL RESULTADQ DE LA INFECCION.

ESTUDIAR LA PRESENCIA DE FACTORES EXTRA CROMOSOMI -
COS EN LOS BACILOS DE M. LEFPRAE, COMO POSIBLES
DEERMINANTES DE LA ALTERACION DE LA FUNCION DE LGOS

MACROFAGOS DE LOS FACIENTES LEPRUMATOSOS .

ESTUDIAR LA PRODUCCION DE INTERLEUCINA 1 [NDUCIDA

CON PRODUCTOS DE SONICACION DE H. LEPRAE Y DE

H. TUBERCULOSIS EN LOS MACROFAGOS DE LOS PACIENTES

LEPROMATOSQS.

21



MATERIAL Y METODOS

i.- OBTENCION HOND RE SAN VENQ

PERIFERICA DE LOS PACIENTES Y SUJETOS SANOS.

Se obtuvieraon 20 ml. de sangre vanosa peariférica con
100 Unidades de heparina los cuales se diluyeron con 20 ml.
de Sol. de Hank’s. Después gg¢ colocdron sin mezclarse 10ml.
de la sangre diluida sobre 4 ml. de una mezcla de Ficall
Hypaque (densidad de 1.077) segan la técnica de Boyuam (52),
Después de centrifugar a 400 g por 30 min se colectaran los
gononucleares y se lavarogon. Las céluas se resuspendieron en
3 ml. de Medio RPM] 1640 con Glutamina 200 mM ¥y con 100
U/nt; de Penicilna G y 100 ng./ml. de Estreptamicina.

Se ajustaron a 2X10' de c&lulas por mililitro.

v

1]1.- INDUCCION DE LA PRODUCCION DE INTERLEUCINA 1.

Para estudiar Ila produccién de Ia [1-1 se utilizaron
diferentes estimulos:
| 1.- 0.1 ml. de Lipopulisacarido de E. goliil
C11:B4 de una concentracién de 1 mg./ml.
2.- Difearentes dcsis de H. 'lograo. M. tuberculg-
glis virulenta ¥ |la cepa de M. tuberculosis
avirulenta H37-Ra.:

10 bacteriaa por macréfaga.

22
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S0 bacterias por macré&fago.
100 bacterias por macrofago.
3.- Productcs de sonicacidédn bacteriana de las
tres cepas anteriores.
4,- Fracciones purificadas : Glicaliplido fendlica

I (GLP-1) y Lipoarabincmamna (LAM),

OBTENCION DE LA INTERLEUCINA §{ EXTRACELULAR E INTRACELULAR

Se pusleron 2 wl. de !'a suspensicdn de w@mononuclearas

ajustada a 2x10*/ml. en tubos de 13x10C y se les agregd el

inductor. Se incubaron a 37°C con 5% de CO0Z por 20 hs.
E! sobrenadante (l1-1 extracelular) Se obtuvo por centrifu-
gacidn, el paguete celular se lavd 2 vecss can medio de

cultivo RPM]! 1640 y las células se resuspendieron en 1 ml
de] misma medio. Posteriarmente se rompieron por congela-
cidn y descongelacidn en hlelo seca con acetona, sa centri-
fugaron 3 3500 RPM y se filtraron a través de un filtroc de
0.22u . El sobrenadante que fué etiguetado como Inter-

leucina ! intracelular.

ENSAYD PARA LA DETERM!NACION DE INTERLEUCINA 1

Se wutilizd el biloensayo orilglinal de Gery y Waskman
( 36 ) de la proliferacion de timocitos de raton de la cepa

CBA/N (cepa original dea National Health Institute), estimu-
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lados con 10 ul de fitohemoaglutinina (PHA 100 ugr) por cada
m! de suspensidn celular. Se utilizaron timos de ratones
CBA/N de 8-12 semanas de nacidos para hacer la suspensian
celular. Lgs ratones se mataron poer dislocacidn cervical ¥y
los timos se homogenizaron en una malla de acero estéril
dentro de una placa de Petri{ con solucién de Hank's. Se
lavaron 2 veces, s€ contaron y se ajustd la poblacidn celu-
lar a 15 aillones de cel./m]l en medio RPMI 1640 con 5% de
susro de ternera fetal (FCS). ©&Se agregaron 10 pl de PHA por
ml, de suspension celular y se llevd un control de timocito
sin PHA. Un volumen de 0.1 wml de las células se cultivaron
en placas de microcultivo de 96 pozes con fonde plano

(Falcon 3072 Oxmnard, Calif.?.

Los sobrenadantes de las muestras problemas y test{gos
que contisnen ta [1-1 intra o extrace!ular, espontanea o
inducida con LPS etc. se diluyeron con medio RPM1 con 5% de
FCS quedando 1:5, 1:20, 1:80 ¥ 1:160 . De cada una de éstas
diluciones se agregaron 100 pl. a cada cultiva de timaeitos
por triplicado. Se incubaron a 37°C en una incubadara con 5%
de CO02 y humedad relativa del 95% . Después de 2 dias se
agregaron 10 nl. de timidina tritiada ( 1mCi/ml ) a cada

cultivo ¥y la incubacién continuéd 24 hs. adicionales. Al

final del cultivo de 72 hs, los cultivos se transfirieran a
filtros de lana da vidrio con una microcosechadora semi-

avtomdtica ¢ Mini Mash [l ), A cada muestra se agregaron
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Sml. de liquido de centelleo ¥ la timidina incorporada se
midi® en un contador de centel !eo marca Pakc¢ard. Los resul-

tados se expresaron en cuentas por minute (CPM).

La proliferacidn es directamente proporcional a la
incorporacidan de timidina tritiada y por consiguiente a Ia

radicactividad medida en cuentas por minute (CPM}.

111, INDUCCION DE INTERLEUCINA 1 CON M. LEPRA

Y H. TUBERCULOSIS.

1.- Para Mycobacteriua leprae:

La suspensidn bacteriana de M. |leprae se obtuvo de
fepromas de pacientes da |a consulta de Dermatologia de!
Hospltal Universitario "Dr. José elsuterio Gonzalez"™ de la
Faculatd de Medicina. Los nodulos se debridaron y se homo-
genizaran. El material se transfirid a tubos de centrifuga
para sedimentar |os restos celulares vy por centrifugacion
diferencial se¢ obtuvieron los bacilos en los sobrenadantes.
Parte de 1a suspensidn con bacilos vivos se utilizé para el
estudia de la bdsqueda de plAasmidos, en cambio para el
estudio de l|a produccidn de I1-1, |a suspensidén fué autocla-
veada. También se aobtuvo lepromina de bacilaos cultivados en

sarmadilio proporcionados por €l Dr. Fausto Quezada de |Isa
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Escuela Naciona! de Ciencias Bioldgicas de! PN de la Cd. de
México.
2.~ Para Mycobacterium tuberculosis virulentg :
Se utilizaron varias cepas de W, tuberculosis aisladas
de pacientes. Parte de la suspensidn bacterisna fué autacla-
veada para el estudic de la produccidn de [1-1, y otra parte

con los bacilos vivos se usd para la basqueda de Plasmidos.

3.- Para Mycobascterius tuberculesis avirulenmto ( H37Ra ):
Se usd la cepa H37T-Ra de M. tuberculosis que fon bac-

terias wuertas ocbtenidas de fuentes comerciales ( Difco,

Mich. USA )

La estandarizacidn bacterianma se hizo por turbidime-
tria, utilizanda e! Nefeldédmetro de MacFarland ( 54 ) para

obterner una suspensidn inicizl de 400x10'bacterias/ml.

No. DE BACTERIAS------- DILUCION ---=---~- EN O.1 ml,
400x10* /ml, 1:6 = S0x10* /@i, =-=-—~- Sx1F /ml .,
400x10' /ml. 1:1.6=250x10*/ml.------ 25 %10 /ml.
400x10' 7/m}. 0.125 ml: ~—===——- 5ax1d /ml.

Se calcula que en Lx10* de manonucleares (MN) obtenidos
con Ficoll-Hypaque hay wun promedja de 125,000 monocitos,
por lo que en ax10'/m!. hay 500,000 celulas., Por lo tanto,

al estimular 2Z m!. de la suspensidn de MN con 9.1 ml. de
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las bacterias estandarizada, se tienen 10, 50 y 100 bac-
terias por macrofago.

IV.- METODOLOG(A PARA LA DEMOSTRACION DE PLASMIDOS.
Se utilizaron |los métodos de Crawford ( 55 ), Mizuguchi

¢ 56 ) y Mayers ( 57 ) para H. tuberculosis y M. intrace-

llulare y la tecnica de Miniprep para otras especies bac-
terianas utilizadas como control. Se establecieron modifica-
clornes a los metodos para M. leprae ya que foc £6 encontrd en

Ja literatura ningfln reporte al respecta.

PROCEDINIENTO

1+5 Muestras de |os extractos de lepromas con los
bacilos de M. leprag vivos, bacilos de cultivos
primariovs de M. tuberculosis vivos y de la cepa
avirulenta H37-Ra se centrifugaron a 12,000 RPM en
tubos Eppendorf.

2.~ Se descartd el sobrenadante y las pastillas fuseron
congeladas a -20°C durante toda la noche.

3.- Las pastillas se resuspendieron en 250 ul de
lisozima (2mg./ml) y se incubaron a ©'C por 30
min y pasteriaormentre a 37" C par 90 minutos.

4,- Se anadieron 250 ul de solucidn alcallna de SDS al
10X, se agitaron en Vortex y se incubargn a 37°'C

por 30 minutes.



10, -

110-

121 -

28
Se afadiéron 150. ul. de solucidn alcalina de
potasf{o 3M o de Perclorato de Sodic SM para des-
proteinizar,
Se pczcltron por inversidn y se incubaron 60 wnin 2
0" C. Posteriormente se centrifugaron por 15 m:n a
12,000 RPM vy se recalectaron lcs sobrenadantes
A low sobrenadantes se afadld 200 ul de fenol
gsaturada y 200 jul de cloroformo. S¢ agitaran en
Vortex por 1 min, se centri{fugaren 1 min y se
recolectaron 400 ul de la fase supsrior.
Se saradid 1| ml de etanol absocluto frio, se mezcld
por inversidn Yy se dejd precipitar a temperatura
amblente par 2 wmin . Posteriormente se centrifugd
durante 3 min a 12,000 RFN y se descartd el sobre-
nadante por aspiracidén.
El precipitado se disolvid con 100 gl de acstato
de sodio ©O.1M ¥y se repitidé |la precepitaciom con
etanol. (Pasos 8 y 9)
Se laveron los precipitados con 1 m)l de etang! al
70% y las pastilla de! preciplitado se secaron en
una centrifuga al vacio.
Los precipitados secos s disolvieran ocon 18 ut de
Sogl. de Tris-EDTA 10mM y se afadié 2 pul de RNAasa
(lmg/ml). Se incubaron a 37°C por 30 min.
Se prepararon lag muestras para su corrimiento en

geles de agarosa al 0,.8% ,



28
13.- Preparacidén de las muestras :
S u! de Tris-EDTA
2 p! de las suestras
{ u! de jugo mzul 66X
14.- Las placas de agar se corrieron a 40 y 100 Voltz
durante 1| hora ¥y se tiferan con bromuro de etidlo
durante 15 wmin.
15.- Las bandas de DNA del plésmido se vieron en una

fusnte de luz UV.

Se utilizaron los siguientes vectores plasmidicos como
controles: pBR 322, puC 18, pBSVE y phPL-4. Todas allos

insertados en E, gcoli .

NUMERO DE PACIENTES EN EL. ESTUDIO

Se sstudiaron un total de 18 paclentes con el diagnts-
tico de lepra tuberculoide, 3§ pacientes con lepra leproma-
tosa ¥y 81 sujetos sanocs . Los pacientes no estaban bajo

tratamiento.



RESULTADOS

Resul tadous de |a producciédn de Interleucina {| por los
macrofagos de los pacientes con lepra lepromatasa, lepra tu-
berculoide y de sujetos sanos wutilizando <camo estimulo

lipopolisacarido de E. coli 011:B4 (LPS).

Se estudiaron 22 pacientes con lepra leprowmatosa, 8 caon
lepra tuberculoide y 25 individuos clinicamente sanos. Los

pacientes no estaban bajo tratamiento.

Las graficas muestran los valores promedic em cuentas
por minutg (CPM} de las diferencias (Deltas? de

11-1, obtenidas con la formula siguiente :
DELTAS= CPM de 11-1 Inducida - CPM ds [1-1 Espontanea

En Ia gréfica | se comparan lox valores promedioc de las
Delta de la [1-1 intracelular y extracelular entre los tres

grupos de estudio.

Se puede observar que los macrdfagos de |o¥ pacientes
con lepra leapromatosa producen aparentemente wenor cantiaad
de |l-1 al ser estimulados con LPS comparada con la produci-
da por los macrdfagos de los sujetos sanos, y de los pa-

clentes con lepra tuberculoide. Las graficas Z y 3 muestran

30
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por separado las concentraciones de 11-1 extracelular vy de
la [t-1 Iintracelular. Al aplicar la prusba de t para ana-
lizar las resultadas, se encontrd que no habia diferencia
slignificativa en lag concentracianes [1-1 extracelular entre
los tres grupos de estudio. S1{ hay diferencla significativa
para la 11-1 Iintracelular entre los paclientes lepromatosos y

los sujetos sanas, perg no con los pacientes tuberculojides.

RIS

a. m o x10°
O= =1 IND — IL—1 EQB. QANOCQ A-—-28 L A=32 LT A4
GRAFICA 1. - Produccidn intracelular ¥ extracelular de 11-1

obtenlda de macriifagos de sujetos sanas, pacientes leproma-
tosos (L.L.) y tuberculaides (L.T.).
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GRAFICA 2.- Comparacidn de la 11-1 extraceplylar entre los
tres grupos ©n estudio. Los valores estén expresados sn

C.P.M. La diferencia entre sanos y pacientes L.L. no es»
estadisticamonte significativa (p > 0.5).
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GRAFICA 3.- Comparacidn de la [l-1 intracelular entre los
tres grupos de sstudio., La diferencia entre sanos y L.L. =i
es estadisticamente significativa (p = 0.02).
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La grafica 4 wuestra la produccidn total de I[I1-1, es
decir, la suma de las cancentraciones de |11-1 extracelular
mds intracelular, tanto de la interleucina 1 llberada en
forma espontanea, como |la inducida con LPS. Se graficaron
loe promedies de las CPM de cada grupo sn estudio. Como se
ve en |a grafica no hay diferencia en la concentracidn de
I1-1 inducida can LPS entre los tres grupas en estudia. En
cambfo, hay m@mayor cantidad de 11-1 espontanea en Loa pa-

cientes lepromatosos que en los sujetos sanos.

[
a
- 1

PROMERD ECPM. K 10”7

BANOE =328 LL r=G8 LT nd
GRAFICA &, - Eomparacién de |a producgcidn total dg I1-1

{intracelular + extracwlular) esponténea ¢ induclda <on LPS.



34

En resumen, no existe diferencia en la produccidn total

de Il-1 sntre los lepromatoscs y sanuos, a pesar de la dis-
minuci®dn aparsrnte mostrada en las graficas 1,2 y 3. Sinm
embargo, la liberacidn espontanea de [l1-1 por los macrdfagos
de los pacientes lepromatosos es mayor que en los sujetos
sancs, coma se demostrd en la grafica 4. Esta s |la razon

por la cual l!as Deltas son menores en los lepromaloscs.

& Es ésta una gondicidin innata del huésped, 0O esté
relacionada <on l1a presencia y namero de bacilosg de

M. (eprae dentro del macrofago infectado 7

Para responder a €@sta pregunta, se llevd a cabo el
estudio del comportamiento de los macrdfagos en cuanto a la
produccidn de I1-1 con lus bacilos de M. leprase comparandolo
con otra micobacteria patogena como M. tuberculosis 3is-
lada de wun paciente, y ¢eon una micobacteria no patdgena, la

cepa avirulenta H37-Ra de M. tuberculosis.

En las Graficas 5,6 y 7 s8 presentan i1os resul tados de
la estimulacidn do los macrafagos con 10, 50 y 100 bacterias
por macrdfago de Mycobacterium leprae en laos tres grupos en

estudio.
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GRAFICA 5.- Produccién intracelular y extracelular de [1-1
obtenida de macréfagos de sujstos sanos estimuladas con 10,
$0 y 100 bacterias de M. leprae.
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GRAFICA B8.- Produccion jintracelular y extracelylar de []-1

obtenida de macridfagos de pacientes |lepromatosos estimulados
con 10, 50 y 100 bacterias de M. lwprae,




36

. ee 1

NT. 400 T

18 #3109 +B [+ ] ] 1¢ i@ as e  ]-]
C P MX Ld’
GRAFICA 7.~ Producciun intracelular y extracslular de 11-1

obtenida de macrofagoes de pacientes tuderculoides estimula-
dos con 1Q, %0 y 100 bacterias de M. lepras.

Comc se puede observar, las macréfagos de los tras
grupos en estudio presentdron un efecto de dosis respuesta.
A un mayor nGmero de bacterias utilizadas como estimulo,
mayoyr produccidn de 11-1, Este efecto no fué& observado
cuando los macr&fagos fueron estimuiados con la cepa viru-

lenta ¥y la avirulenta de M. tuberculosis.

Con la cepa virulenta de M. tuberculpsis (graficas 8,9
y 10), las dosis de 10 y 50 bacterias por macrofago fuéron
me jores inductores de [l-1 en log tres grupos en estudio,

Con 100 bacterias por macréfago el efecta disminuyd.
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GRAFICA 8.- Produccidn intracslular extracelular de [1]-1
obtenida de macrdéafagos de sujetos sanos estimulados eon 10,
50 y 100 bacterias de M. tuberculosis.
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GRAFICA 9.- Produccién intracelular y extracelular de 11-1
obtenida de macréfagos de pacienties lepromatosos estimulados
con 10, 50 y 100 bacterias de M. tuberculosis.
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GRAFICA 10.- ProducciOn intracelular y extracelular de 11-1

obtenida de macréfagos de pacientes tuberculoides estimula-
dos con 10, 50 y 100 bacterias de M. tuberculosig.

En las graficas 11, 12 y 13 estan los resultados con la

cepa avirulenta H37-Ra..
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GRAFICA 11.- Produccidén intracelular extracelular de_11-1
obtenida de macrdfagos de sujetos sanos estimulados con 10,
50 y 100 bacterias de la cepa avirulenta H37-Ra.
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GRAFICA 12.- Produccién intracelular y extracelular de []1-1
obtenida de macrdfagos de pacientes lepromatosos estimulades
con 10, 50 y 100 bacterias de la cepa avirulenta H37-Ra.
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GRAFICA 13.- Producciaﬁfintracelulag y extracelular de 11-1
obtenida de macréfagos de pacientes tuberculoides estimula-

dos con 10, 50 y 100 bacterias de la cepa avirulenta H37-Ra.
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La dosis de 10 bacteriss por macrédfage resultd ser la
dotima par3d estimuiar a lus macréfagos los pacientss tuber—
culoides y de los guietos sanoes. Se observd una tendencia
inversamente proporcional en los macrofagos a producir menos
'1-1 31 incrementar e! nimero de bacterias. En las macrdfa-
gns de los pacientes lepromatosos, 1a dosis de 5Q bacterias
fué la que produioc el éfecto max ime de produccitn de 11-1, ¥
al 1gual que los otros dos grupes, a 100 baecterias wpor
macrofago, hubo vuna disminucidn en su produccion. En 1la
grafica 14 se presentan los wvalaores de [l-1 espontéanea
producida por Ilas macrdéfagos de las tres grupos en el es-

tudio con las diferentes dosis bacterianas.
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GRAFICA 14.- Concentracicnes totales de Ji-1 _espontsnea
producida por los macrefagos de sujetos sanos, pacientes
tuberculoides (L.T.) y lepromatosos (L.L.1.
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Se puede observar la [l-]l espontidnea aumentada en el
grupo de los pacientes lepromatosos. Para eastrar la rela-
cién entre las capacidades inductoras de [1-1 de las tres
cepas de micobacterias y la dosis estimulante, go muestra en
la grafica 15 los resultados obtenidos con macrofagos de

sujetos sanas (no activadas).
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GRAFICA 15.- Comparacién de la preoduccidn de I11-1 total con
las diferentes dosis bacterianas de HN. lepras, W. tuber-~
culosis ¥ H3I7-Ra en macrdfagos de sujestos sanos.
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Estos resultados sugerian que el incremento en la
|iberacién espontdnea de l[l-1 observado <con los macrofagos
de los paocientes lepromatoscgs, estaba mas relacionado con el
H. leprae en cuanto 8 su efecto de dosis respuesta , que con
M. tuberculosis virulento g avirulento. Cabe seRalar sin

embargo, que HN. tuberculasis virulente y avirulento fuercn

mejores inductores de [l-1.

Este efecto de dosis respuesta de !1-1 <on las diferen-
tes micobacterias sdlo se observé con M. lepraw, indepen-
dientementes 51 los wmacréfagos eran de sujetos sanos, de
lepromatosos © tuberculoides. Esto sugiere que se trats de
una caraclteristica de M. leprae y no de M. tubgrculosis ni

del huésped,

Se planted entonces la posibilidad de que existisra un
factor extracromosdmico en M. leprae que codificara para
algin factor de resistencia intracelular rvelacionado con la

produccién de 11-1.

Para demostrar esta hipdtesis se llevd a cabo el ob-
jetivo 3. Se buscd la presencia de plasmidos en |os bacllos
vivoy obtenidos de lepromas de paclentes con lepra leproma-
tosa nodular. Los resultados se muestran en las figuras 1,

2' 3)’6-



RESULTADOS BUSQUEDA DE PLASMIDOS

Figura No. 1
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Puc 18 pBR322 pBSVE M. Lepg
c. 18-2686 P. Bases
R - 4,363 P. Bases
VE 6,000 P. Bases S
N S—
Figura No. 2
pB SVE M. Lepy M. Leps H37-Ra

observan pequeiias bandas en M. leprae en la lepromina de armadillo suge-
nte de la presencia de un plasmido, de aproximadamente 6,000 P. Bases. -
1g. 1) En la Fig. No. 2 con bacilos vivos extraidos de lepromas de pa- -

entes no se manifiesta ninguna banda. (M. Lepy).
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Continuacibén de Plasmidos...

Figura No. 3

M. lepg¢ M. Lepy M. tby pB SVE
1524
(Método de Crawford)
M. tuberculosis vivo re-
sistente a estreptomicina _
aislado de un paciente. —_—

FIGURA No. 4 (Método modificado de Mizuguchi - Crawford)

Cepa M. Tb Cepa M. Tb Cepa M. Tb M. tb, M. Lepy Puc 18

En la figura No.3 se representa el aislamiento de un plasmido de M. tuberculosis,
Tesistente a estreptomicina por este método tampoco se logrd poner de manifiesto

la presencia de plasmidos en M. leprae vivo. En el experimento No. 4 no se ob-

tuvo un buen aislamiento en ninguna cepa ni del plasmido de control. Las bandas
difusas probablemente sean de RNA degradado.
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En el canal de las muestras con M. leprae cultivsdo en
armadille ¥y seralado zomo M.lep.f., 35¢ observd sdlo en dos
ccasiones una pequera banda sugerente de un factor extra-
cromostmico (figuras 1 y 2. En el primer experiménto se
utilizaron diferentes marcadores plasmidicos con diferente
nimero de pares de bases nucleotidicas, De la cepa viva

1524B de M. tuberculosiy resistente a estreptamicina aislada

de un paciente, se logré demastrar la presencia de un plas-
mido de aprorximadamente 6000 pares de bases. En e! resto de

las Dbagterias de M. tuberculosis virulentas mpero sin resis-

tenciz antifimica, en la cepa H3I7-Ra y en los bacilos vivos
de M. leprae, no se !ogrd demostrar la existencia de plasmi-
dos con esta metodoleogia. Por lo tanto, al no poder rela-
cignar la produccidén [l-1 con la presencia de pléasmidos en
loes bacilos, se continug estudisndo la participacion de los
componentes estruciurales bacterianos en la produccian de

ll—l ]

Como se demostrd en el experimento con diferentes dosis
bacterianas, que la produccién de [1-1 por les macréfagos de
sujetos sanos y de los pacientes lepromatosos y tuberculoi-
des e©ostaba mas relacionada con el niomero v la especie de
micobacteria, se procedid a estudiar la produccisn de []-1
con las bacterias fragmentadas por sonicacidgn. Esto nos
daria mas informacidén de por qué con M. leprae aparece el

efecto de dosis respuesta, efsctoc no observado con las otras
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micobacterias que presentaron mayor capacidad inductora. Si
estaba relacigonado con 13 presencia de laos bacilos tcompletos
en los macrafagos, ics efectos obtenidos con 10, 50 y 100
bacterias s8 perderian, S1 era un problema de accesibilidad
en M. |leprar entaonces se incramentaria la produccidn de !1-1
con los soricados a concentraciones parecidas a las obteni-
das con M. tuberculpsis virulenta y avirulento. Los resul-

tades de este experimsnto se muestran en la grafica 16.
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GRAFICA 16.- Concentraciones intra y extracelulares de J1-!

de paciantes con L,L., L.T. y sanos mstimuladas con produc-
tos de ponicacitn de M. loprae, M. tubsrculesim y H37-Ra.
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En forma comparativa‘en la gré&fica 17 se muestran las
concentraciones de la Deltas totales de [1-1 (Extracelular +

Intraceiular) con las tres bacterias en los tres grupos en

estudio.
a4 -
%
Illluﬁ
209

Fde

3
CRULIMN

104

X

Z
Z
’/..
Z
]
Z
Z
Z
Z
Z
Z

o =
L & 6% RAS7-Re

X

GRAFICA 17.- Comparacidn de las concentraciones de 1L1-%
total (extratintracelular) de macréfagos de L.L., L.T. ¥y
sanos estimulados con sonicados de M. lep, M. tb. y H37-Ra.

Camo se puede observar, la producciéon de [11-1 por los
macréfagos de los pacientes y sujetos sanos se conservod con
M. leprae pero no con M. tuberculosis y la cepa H37-Ra. La
proporcion en la produccidon de Il:l inducida por M. leprae.

se mantuvo de manera similar con la obtenida con las bac-
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terias completas. El resultado nos demostrd& que el o los
componentes responsables de la induccién ds 11-1 por
M. leprae, persistian en las fracciones bacterianas, lo cual

no sucedid con M. tuberculosis virulente y la cepa H37-Fa

avirulenta, y que ademé&s no era un problema de accesibilidad
del componente inductor. Todeo é&sto hacia suponer que dentro
de los factores inductores de 11-1 presentes en todas las
micobacterias, deberia harer uno en M. lepra® que estuviera
relacionado con la conservacidén de la capacidad inductora de
egta monocina y su liberacidn espontanea, y gque por lo

tanto, fuera un componente estructural diferente.

Con estos resultados se intentéd determinar si el
factor responsable del incrementc proporcional de la produc-
cién de Il-1 era exclusivo de M. ileprae o compartidc con M.
tuberculosis pero en proporciones diferentes. Se obtuvieron
dos fracciones purificadas de micobacterias, una Lipoarabi-
nomanana (LAM) presente en H. leprae y M. tuberculosis, Y
un Glicolipido Fendlico 1 (GLP-1), componente exclusive de

M. leprae. Se compard la gcapacidad inductora de [1-1 de

ambas moléculas con la de! Lipopoliisacarido (LPS). 51 el
inductor de [1-1 presente en las bacilos completos de
M. leprae y sus sonicados era compartido (LAM), las difa-

rencias observadas en los experimentos anteriores paodrian
ser producidas por una diferencia en concentracidn de LAM

presente en cada especie de micobacteria. Por el contrario,
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si el i{nductor de la !1-i espcnté&néa era un companente
exclusive en el M. leprse < 5LF¥-1', el sfecto en la preoduc-
cign de [1-1 sd8lo se presentaria con esta molecula. Las
resul tados san presentados en les gratieas 18 v 19. L=s
macr&fsgoes de pacientes lepromatosog y de sujetos sancs

fueron estimuladas can 10 microgramcs de LPS, GLP-1 y LAM.
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GRAFICA 18.- Concentraciones jintracelulares y extracelulares
dg 11-) obtenida de macrafagos de sujetos sancs estimulados

con 1Q ugr de LP3. GLP-1 y LAM.
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GRAFICA 19.- Concentracionses intracelulares y extracelulares
de Il1-1 obtenida de pacientes !epromatasos estimulados con
10 ugc de LPS, GLP-1 y LAM.

Como se& puede observar, tanto LAM como GLF-1 son induc-
tores de 11-1 a ta concentracidn de 10 ugr.,, aunque con
menor capacidad que LPS, En la grafica 20 est&n represen-
tades |las concentraciones de las Deltas totales de [Li-§

{intraceluar + extracelular) en ambos grupos.
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GRAFICA 20.- Comparacidn de 11-1 total de macrdfagos de
sujetos sanos y pacientes |epromatoscos estimulados con

1Q pgr de LPS, GLP-1 y LAM.

En base &2 wstos resultados se |levd a cabo un experi-
wehtoc para determinar si1 &t GLP-1 praoducia un efecto de
ddsis respuesta en 1a praoduccidn de I11-1. Loz resul tadas
se muestran en las Graficas 21 y 22. Se obtuvieron macro-
fagaos de 5 pacientes c¢an lepra lepromatosa y 5 sujetos sanos
los cuates se estimuldron con 1, 10, S0 y 100 microgramos de
GLP~1L y se compard su actividad inductora de [[-1 con la de!

LPS.
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GRAFICA 21.- ProducciGn de 11-1 intracelular y extracelular
obtenida de macrOfagos de sujetos sancs sstimulados con 1,
10, S5C y 100 ugr de GLP-1 y LPS.
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GRAFICA 22.- Produccién de 11-1 intracelular extracelular
ocbtenida de macrdfagos de pacientes lepromatogsos estimulados
con 1, 10, 50 ¥ 100 ugr de GLP-1 y LPS.
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Coma se puede ghservar . tanto cen las cé€lulas de Ics
sujetos sanos como can la de tos pacientes, ss abtuvn un
efecto de dosis respuesta en la !l-1 extracelular, a mayor
dosis de GLP-1, mavor liberacion de 11-1. Ecte efecta
también se cbservd con la {1-1 intracelular de los macrofa-
gos de lcs sujetes sanous y noc con las macrdfagos de los
pacientes lepromatocsos, En |la grafica 23 se muestran en

forma coumparativa las Deltas teotales de [1-1 eon los dos

grupos.
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GRAFICA 23.- Comparacion de 1a 11-1 total (extracelular +
intracelular) obtenida de macréfagos de sujetos sanos Yy
pacientes |epromatosos estimulados con L, {0, 5C¢ y 100 ugr
de GLP-1{.
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En las graficas 24 y 25 |os promedios en C.P.M. de I1-1

espontanea ® inducida de los macréfagos de los sujetos

sancs y de los pacientes caon lepra |lepromatasa respectiva-

mente,
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GRAFICA 24.- Produccion intracelular y extracelular de [1-}

espontansa e inducida con L, 10, 50 ¥ 100 ugr de GLP-1 en
macr@fagos de sujetos sanos.
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espontarea € indugida =on 1. 1G, 50 vy 100 ugr de GLP-1{ de
macrofagos de pacientes |epromatosos.

Los resultadeos wues*ran que se produce liberacidn vy
sintesis de [1-1 con el GLP-1, tanto de los macrédfagos de
lcs pacientes caon !=2rra lepromatesa, <eome de los macrdédfagos

de suijetos sanes.




DISCUSTITION

La participacion de los linfocitos T en l2 in-
muncpatogenia de la [epra no ha explicado satisfactoriamente
la aparicion de la inmunosupresian er la variedad cliniea
lepromatosa. Lps estudies sobre ia funcidn del macréfsgo,
han aportado evidencias sobre su impeortancia en la induccidn
y regulacidn de 1a respuesta inmune, por lo que decidimos

estudiar su participacidén en esta enfermedad infecciosa.

Se esgtablecid la hipotesis de que la produccicdn (sinte-
sis vy secerecion) de Interleucina 1 por |os macrdfagos de

los pacientes lepromatosos estaba deficiente, en comparacidn

con la 11-1 producida por los macr¢fagos de los pacientes
tuberculoides que si desarraollan una respuesta inmune
celular especifica a M., leprae. Esta deficiencia provo-

carja que los linfocites T, de las pacientes con lepra
lepromatosa, no proliferaran, Yy por lo tanto no se manifes-
tara la respuesta inmune celular. Lla infeccidn persistente,
la alteracidn de los macrafaga v la ausencia de la respuesta
inmune celulsar, serisn las causas de las alteraciones
tisulares locales y sist2micas en los pacientes lepromato-

SE0Ss.

Primero estudiamos si la producien de (1-1 de los

macrofagos de los pacientes lepromatosos estimulados can

56
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LPS era deficiente, o si era un defectgc en su liberaclién,

Se encontrd que lcs macréfagos deo los pacientes lepro-
matosos estinmulzados con LPS, producen concentiraciones igua-
les de [1-1 totsl, que 108 macrifagos de lom sujetos sanos Y
de logs pacisntes tuberculaides, y por 10 tanto no son defl-
cientes s&n 11-1. Tanto en J|os resultados preliminares
obtenidos &n ests !aboratoric, como en los resultados repor-
tadaos par Watzon ¥y colaboradores en 1984 ( 82 ), en leos
cuales encontrdron una deficiencia en la produceidn de 11-1
en e! 38.5% de un tota]l de 13 pacientes lepromatosos. A mi
juicio presenta su investigaciédn dos errcres en Bu inter-
pretacidon, Primero: wmiden sdédlo la [l-1 extracelular ¥ no
toman en cuenta la [l-1 intracelular, por lo que cogn este

dato aislado no se puede concluir que exista una deficiente

produceicon de esta monocina. Y segundo: mno toméron en
cuenta que |os macréfagos de lous pacientes I|sprowatosos
liberan méas 11-1 espont&nea que las macrdfagos de los

individuos sanos, y que par lo tanto, al ser estimulados con
LPS, {3 cantidad de [1-1 liberada es proporcionalmete menor
que la Yiberada por una celula sana que no est8d Tagotada"™,

En los experimentos se midisraon ambas [1-1, y no se encongrd
ningdn defecto en la sintesis © en [a transportacidn al
compartimiento extracelular (secrecidal. Al contrario,
observamos nmniveles mas altos de 11-1 espontanea con los

macrdfagos de los pacientes lepromatoscs gque con los de los
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sujetos sanus y pacientes tuberculoides (grafica 4), por lo
que a2l graficar los datgs gn Diferencias (Deltas' de las CPHM
obtenidas de la ll-1 inducida con LPS menos la [!-1 espan-
tanea, es 1dgico que los valores de los resultados de lgs
pvacientes fueran menores gue la de los sujetos sanos, como

se observdron en las graficas 1,2,y 3. Esto es lo que han

reportado Watson en lepra ¢ 82 ), Tsang en Sids ( 54 ),
Chensue en tuberculdsis ( 85 } v Alcocer en |a esclarodarmia
{ 858 ). Pero esta deficiencia e5 s8io aparente, ya que al

graficar por separado la [1-1 Total esponté&neay la (1-1
Total inducids <con LPS {(intracelular + extracelular) se
observd que na habia deficiencia en la produccidr nl en 1a
liberacidn de 1]-1, Se postula que 10 que ocurre es, que
los monocitos de los pacientes |spromatosos son activados
per la infeccién del M. leprae, y gque !a presencia del
bacilo o sus productos, inducen la liberacison continua y en
forma aparentemente espontanea de [1-1, lo que agota la
concentracidn intracelular (gra&fica 3) de reserva de [1-1
del macrdéfago, par la que al ser reestimulado in vitroa cen
LPS no s5¢ obtiene |a mi=z=wa concentracidn extracelular de
esta monocina como sucede con los macréfagos de los sujetos
ganos. La cantidad intermecdia de {l-1 oObservada can |os
macréfagos de los pacientes tuberculoides, probatlemente se
debe a que ellos estan infectados con diferentes nGmeros de
bacilos y por lo tanto diferentes grados de activacidn de

sug macrdafagns., Ests liberacidn espontanea de [1-1 ya habla
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sido observada en otros procesos infecciosos ( S7 ), en
enfermedades inflamatorias er®dnicas como en la sarcoidosis

pulmenar ¢ 58 ) y en pacientes traumatizadeos ( 59 ),

De acuerdo a |a hipdtesiz planteada. en la cual se
propuse que ¢! defecto en la produccidn de I11-1 por los
macrafagos de los pacientes lepromatosos, contribuye a la
inmunopatecgenia de la enfermedad, con los resultados ob-
tenidos, fu# rechazada. Sin embargo, los siguientes ob-
jetivos originalmente planteados, nos ayud&ron a encontrar
una explicacién de la tiberacidén aparentemente esponténea y
aumentada de I]l-1 por los macréfagos de los pacientes

infectados con M. leprae.

Después del! resultado inicial no esperado, estudiamos
51 la infeeccidn por el M. leprase era |a responsabls del
gfecto o s5i era una condicidn innata del huésped. Para
contestar esta pregunta se midid !a produccidén de I1-1 con
otras micobacterias y con los macréfagos de los tres grupos
en estudio. Los resultados mostrados en las graficas de la 5
a la 13 revelaron gque las tres cepas de micobacterias,
fueron inductoras de 11-1, tanto con los macrdfagos de los
pacientes como con los de los suietos sanos., presentando
cada una de ellas, diferentes dosis 6ptimas de estimulacidén.
Sin embargo, stlo M. Jleprae produjo el efecto de dosis

respuesta.
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¢ Cual es su significado e importancia ?

Primero: la presencia de la micobacteria es capaz de
inducir !a produccien de J1-1 en los macrdédfagos, perg scélo
M. leprae mostrd qus 3! inmcrem=antar 2! namero de bacilos
por macréfage se procducen mayor secrecidn de []-1, Esto
podria explicar porqué sucede en los pacientes lepromatosos
que son mas baciliferos que en los pacientes tuberculoides.

Segundo : Los componentes inductores de l11-1 presentes
en las micogbacterias, determinan que existan diferencias en
las dosis estimulantes dptimas que inducen la produccicdn y
liberacidn maxima de [1-1. Al parecer M, leprase, es aparen-
temente el peor inducteor de 111-1, porgque es el que produce
log niveles mas bajos, atin a 100 bacterias por macréfago,

comparandolo con M. tuberculdsis. Sin embargo fué el danico

que presentd linearidad en el efecto de dosis respuesta.
Al sonicar las bacterias para estudiar si adn con el

bacilo fraccionado se obtenia la misma respuesta, vimos que

se conservd con M. lepras y no con las otras dos micobac-
terias. Esto reforzé nuestras conclusiones de que 10s

macridfagos de los pacientes lepromatosos y quiza algunos
tuberculcides (dependiendo del éestadio bacilifero en gque se
encuentren), aunque est®n degradando a la bacterisa, con-
tinitan liberando !l1-1. Este efecto ya mo 10 conservan las

otras dos cepas de M. tuberculosis., las cuales una vez

fraccionadas disminuyeron su capacidad inductora de 11-1 en

los macrofagos.
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o cuales serian los cop-

Al intentar contestar cus)

ponentes del M, |sprae

involucrados on ! wfecto de dosis

la Lipoarahincmanana (LAM) que es

respuesta seleccianamos &

tubsrculesis ¥ al Glicolipido fendliceo !

compartida con M.
Lo seleccidn fué hecha en

(GLP-1), exclusivo de M. leprae.

que guardan con la molécula

base a la semejanza estructural
del LPS, y 8i ésta, es5 el inductor prototlipo para el estudio
de |a produccidn de [([-1, w! razonamiento ldgico fué, que
las fracciones involucradas en este efecto, fueran parecidas
puede ocbsarvar en €l esquena

estructuralmente, como se

sfgulente.

ESTRUCTURA BIOQUIMICA

LPs

(B-hidraximinls tico) . l

[Heptosa) [Heptosa) [Acido Octubosdnico) -

GLP-1

(3,6'0Ke-Gluc] (OMe-Riam| (Ome-Rham] (Gpo. Fenol) -I;Ptiocznozl.

ACTDOS MICUSERICAS
LAM

(Octadecancato] .

(6 OMe~Mannosal (Mawcsal (Arabinesa) --

GLicerol

Inositol
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Notese el varecido de la estructura lipidica central a

la que se# unen diferentes carbohidratos terminales tales
coma O-metil-Glucosas en GLP-1 y U-Metil|-Manosa en LAM.
gtra r3zdn por i3 cual se selecciond a3t GLP-1l, e8 poryue
Bloom ¢ 42 ), Medlin ( &0 ) y Hunter ( 61 ), publicaron que
esta molé&cula estaba relacionada <on la activacidn de los
linfocitos T supresores. en los pacientes lepromatoses.
También al ser exclusiva del M, leprag ce estd utilizando
como antigeno en las pruebas seroldgicas para el diggndstico
de lepra, ¥a que I|los anticuerpos contra GLP-1, no =mse esn-
cuentren en suietos sancos ni pacientss con oiras micobac-
terissis ( 62 ¥y 63). Encontramogs que a la dosis de 1Qug ,
tantoa LAM como GLF-1 estimulan a los macréfagos a producirt
{1-1, siendo mejor induetor el GLP-1. Por lo tanto demos-
tramos que estas fracciones purificadas de M. tubgrculosis y
M. lepras, son inductcoras de 11-1. Firalmente, at prokar
diferentes desis de GLFP-1, que en tecria representarian las
concentraciones intracelulares rglacionadas con el incremen-
to del nGmero de bacilos infectantes, |logramos demostrar que
esta molécula gs una fraccidn responsable en M. lepras, quse
induce Ja produccidén de [1~-1 espontdnea vy le canfiere al
bacilo 1la caracteristica de la relacidn désis-respuesta.
Asi, ocypndo el M. leprag y parasita a los macrofagos. los
bacilos completos, sus fragmentos y/o la fraccidn soluble

glicolipida-fendlica, los mantienen activados y liberanda
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it-1, tantc a los macrdfagrs parasitados com:: a los mona-
cltas en circulacian.

~a bitsqueda <Ze plasmidos =n M. leproae eomo posibles

rasponsablecs de! comportamiento del macrcfago 2n cuanto a la

produzcicn de [1-1, no resuit?d positiva, ya cue no se logr6
demostrar su presencia. Con ellc no pcdemos concluir zue no
existan. Ze postula Asto pcrgque con las téenicas utilizadas

y modificadas para ta! efectu, se pudieran evidenciar plas-
midos en M. tuberculosis. &zl razonanients qus Noz copndujc a
pensar en la eristoncia de este factcr extracromosomico fué
que, tal vez las diferercias en el comportamiento del sic-
tema inmune del huésped a la infeccidn, entre !os paclientes
ccn  lepra tuberculoide y ‘epra lepromatocsa. se debieran a
diferercias genéticas en Jos bacilos, que les permitieran
su persistencia intraczlularc y por consiguien-e la altera-
cisn de ‘05 macrolisgos. Es pratab'e nque las dificultades
técnicas y del padecimiento en si, nc proporcionan las
condiciones adecuadas para s5u decmostracidn, porgue sSe re-
quiere de una buena cantidad de bacilos viveos v en fase de
crecimiento logaritmico, Esta situacitin por el momerto no
es pasible. ya que ro existe forma de cultivarlio in vitro.
S6lo el M. lepras cultivado en armadillo pudiera tener I3s
caracteri{sticas de crecimienta. Por —tro lades, los paclen-
tea con lepra tuberculolides son poce baciliferos, por o que
no se rodria obtener €] numoro dc bacllos suficientes para

comparar !os resultados.
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Con esta informacidn demostramos que:

1. -

20-

La liberacidn de (1-1 estimulada con LPS (estimulo
maximo) en !os macré6fagos de los pacientes con
lepra lepropmatosa est& disminuida, pero no es
estadisticamentes significativa.

La liberacidn espontdnea de I[1-1 por |08 macrd-
fagos de los pacientes con lepra lepromatosa es
mayar que |la producida por las células de |05
sujetos sanos.

Esta liberacidn esponténsa de [1-1 por los macrd-
fagos de |as pacisntes con Jepra lepromatosa,
parece estar relacionada c¢on el grado de infeccidn
per el M, lepras

Existe una relscién muy directa entre el nimero de
baciles de M, leprae ¥y 1la produecidn de 11-1,
ofectu nu observado con las otras Micobacterias.
Esta liberacion continua de [1-1 por el N. leprae
parece estar mas relacionada con la presencia del
Glicolipido-fendlicoe I (GLP-1), componente eox-
clusivg de la bacteria, que con Lipocarabinomanana
(LAM), componente compartido c¢on otras Micobac-
terias.

La produccidn de [1-1, tanto de los macréfagas de
los pacientes |spromatosocs ¢como de los sujetos

sangs, ©s directamente proporcigrnal a |3 concen-

.traciOH el Glicollipido fenttlico | (GLP-1).
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Con la demostracidn del incremento en la liberacidn
espontAdnea de I[1-1 por macrifagos de pacientes con lepra
lepromatosa, nos planteamos lz pregunta de c¢cual 0 cuales
serian las consecuenzias de su liberacidn. Sabemos que su
primera funcidén conocida dentro del sistema inmune, fué la
de su capacidad de potenciar la proliferacidn celular de los
linfeccitos T estimulados con mitdgenos (162, Sin embargo.
sus efectos biolfigicos sobre otras c&lulas de! organisma nos
proponen posibles explicaciones a las alteraciones patolégi-

cas de esta enfermedad. Por ejemplo:

1.- Los pacientes can lepra lepromatosa reactiva
tienen fiebre. Se ha demostrado que la [1-1 es el
Pirdgenc endogeno que estimula el centro termo-
rregulador del hipotalamo. ( 32 )

2.- Los pacientes con lepra lepromatosa tienen hiper-
gamaglobul!inemia. La Il-1 estimula la activacidn
policlona)l de los J)infpoecitos B y por ende la
produccicn de niveles elevados de anticuerpos !gG
en el suerc ( 285 1.

8.- Los pacientes con lepra lepromatosa reactiva
presentan vasculitis por complejos inmunes, que al
ser fagocitados per los macrdfagos no parasitados
liberan m&s I1-1. Esto es 10 gque se conoce como

fendmeno de Lucio (84},
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Los paci@ntes <¢nn lepra .eprcmatosa reactiva

preseatan un estado de hicercatabolismo. Tanto Lla

'1-% comao los macretages aztivados incrementan Ja
produ=2i3dn de fCaquect*ina - factor de npe~rosis
tumera! (FNFY, Los pacientes presentan anarexia y

pérdidn de pess (291,

Las !esiones de |02 pacien*tes lepromatosos presen-
tan degradacidn de la matriz intercelular v acamu-
lg de fibraoblastos., La [1-1 activa 3 ceélulas del
tejidc conectivo. a —~&lulas sndoteliales y fibro-
blagtos (26.30.32).

Las !esiones nodulares de los pacientes leproma-
to=cs presentan macréfagos repletos de bacilgs vy
redeados de fitroblastos. La [1-1 activa |la
protiferacién de fibioblastes y produccidén de
celazens 317,

Los pacientes «<on tepra lepromatesa reactivs
presentar en sy suerg proteinag reactantes de fase
agada. La [1-! incremenita la sintesis de astas
Froteinas por activacién de los hepatocitos (27),
Laos pacientes =aon lepra lepromatosa reactiva
Fresentar cefslea, deolores musculares y artral-
gias. La I1-1 activa |a !iberacinn de prostaglan-
dinas que incrementan a3 iInflamacién y tienen

efecto antiproliferativo para |infgcitos ( 28,64)
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Todo este apove la propesicisn planteada, de que la
INTERLEUCINA-1, en parts ec rezponsahble de las alteraciones
y dafe tisular en leora lepromatcsa v por lo tanto expglica
parte de |la [(NMUN"PATOGENIA. Por otrec |ado, los datos
presentadocs en esta ‘esis, demuest-an aue no existe defi-
ciencla en la wvroduccitn de !'1-1 y aclara que la surussta
disminucidn de [1=-1 gn-ortrada vor otros autores, es sélo

aparente.

Por qué si hay [l-1, macrdfagos ¥y antigenos no se des-
pierta la respuesta {nmune celular especifica ? Es prohable
que la [1-1 extracelular intervenga principalmente en lias
otras funciones bidlogicas que son relevantes para los
procesos de inflamacion y cicatrizacion. 3e ha planteado
recientemente que la [(1-1 de membrana es la mes importante
para la activacian de los linfucitos T. asi como su local!l-
zaciédn vy distribucidrn intraceluiar dentro de monaocitos ¥y
macrdfagos (6%,66). Esto nos abre otroc camino para huscar
sl @existe unrn defecto en la produccidén de (1-1 de membrana
coma posible explicacidn de la ausencia de la respuesta
inmune celular o un defecto en 1a produccidn del recep;or

de 1]-1 (687,68),

Como ge sabe, la funcién de presentacion del antigeno
s una funcidn relaciconada a3l complejo mayor de histocom-

patibilidad (CMHI. asl como tambign |a regulacidn gen#tica
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para 12 resistencia a3 Fatdzenos intracelulares (69).
Van Eder (70,713, rtsanrta que hay cierta correlacirin entre
1 HLA-DR3 v el derarro’ 1z de leprs tuberculoide y HLA-MTL ¥
lepra lepramatnsa. Sir embarzo, I’ relacidn entre las
moléculas de 1a clase [i del CMH v ta respuesta inmure no ha
sido ccmprobada ni a traves del DR3. aunaue se ha postuliado
la existencia de un determinanze en la molé&cula de la clase
1l restringide a la supresitn especifica para M. lepras

tGenes Is: (72,73),



Con

congluir

CONCLUSIONES

los resul!tadas ~bteridcs on este trabajo =e puede

que las azportacisnes nuevas en el estudio deo I3

particivacion de! macréfago en 1» snfermedad iepromstosa.

son las siguientes:

{. -

2L =

3'-

4. -

93 =

No existe una deficienciz en i3 produccidn i(sinte-

sics vy liberacien) de 1L-1 en los pacientes lepro-

matases.,

LLos macr&fagos de los vacientes con lepra {eproma-
tosa, liberan esponténeamente mds I11-1 gque !os

pacientes con levra tuberculaoide.

ILa produccidn de [1-1 esta relacionada directz-

mente corn e! namera de bacilrs infectantes ae

M. leprae.

LLos compuestos Lipoarabinomananas (LAM' y Glize!li-

pideos fendlicas (GLP-13, componentes estructurales

de 'as micgbacterias. son inductures de ta
produccien de 1!-i.
La produccidn proporcinnal de [1-1 estd mas rela-

cionpda con el Gllicolipide fenslico I, componente

69
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exclusiveo de #. lepraa =2ue con Lipeoarabinamanas.

componerte compartido entre las Micobactgrias.
E! conmcimiento actuml sobre los efectos biolog-
gicgs de la 11-1 nos ayudan a explicar parte de la

inmuropatogenia de 13 enfermendad.

estos resultades surgen nuevas interrogantes que

deberdn ser estudias en este compo

éla [1-1 liberada espaontaneamente podr& ser detec-

tada en ¢l suero de los pacientes lepomatosos?

éLa presencia de 1-1 esponta&nea podrd& utilizarse
como un {ndicador de la enfermedad infecciosa

activa?

ilas diversas manifestaciones bioldgicas de la
11-1 dependen de rangos diferentes de afinldad
entre los receptares de [1-1 en las celulas bBlanco
el tipo de 11-1 (glfa ¥y beta) y/o0 la concentracidén

libesrada 7

LExiste también Ila liberacion de otros factores
derivados de los mscréfagoes activados con funcidn

suprescora especifica ?
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ZEs la lnmunosupresion desarroliada en éstos
pacientes es un defecto de la presentacidn de

antigenos especiflices del M. lepras por  los

macréfagos?,

cExiste realmente una disfuncidn del macrofago en
ta lepra lepromatosa o es un problema .de super-

activacidn y deteriore metabdlica?
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