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PRODUCCION ESPONTANEA E INDUCIDA DEL FACTOR
ESTIMULADPOR DE COLONIAS DE GRANULOCITOS Y
MACROFAGOS (FEC-GM), POR CELULAS MONONUCLEARES
DE PACIENTES CON LEPRA.

INTRODUCCION:

CITOCINAS:

La palabra citocina es un término general dado a un grupo
de proteinas celulares con funciones reguladoras, gue incluye
linfocinas, monocinas, interleucinas e interferones. Son
producidas por una gran variedad de células en el cuerpo Yy
tienen un papel wmuy important; en Vvarlias respuestas
fisioldgicas. Este grupo de proteinas heterogéneas tienen
varias caracteristicas comunes: 1) Las citocinas son proteinas
de secrecidn de bajo peso molecular (< 80 kDha), las cuales,
por 1o general esté&n glicosiladas. 2) Estan involucradas en
inmunidad e inflamacidén, en donde regulan la magnitud vy
duracidén de la respuesta. 3) Generalmente son producidas en
forma transitoria y local, y act@ian de una manera paracrina o
autbecrina, mwd&s que endécrina. 4) Las citocinas son
extremadamente potentes, 1llevan a cabo su funcidén a
concentraciones picomolares. 5) Interactiian con los receptores
de superficie celular de alta afinidad, especificos para cada
citocina. 6) Su unién a la superficie celular origina un

cambio en el patrdén celular de ARN y sintesis de proteinas,



por lo gue se alteran las caracteristicas celulares.

Las citocinas actian en una red: primero, se inducen unas
a otras; segundo, wmodulan los receptores de superficie
especificos para determinadas citocinas, y tercero, por
interacciones sinergistas, aditivas o antagonistas, sobre la
funcién celular que modulan.

Los factores de crecimiento como el Factor de Crecimiento
Epidérmico (FCE), el Factor de Crecimiento Derivado de
Plaquetas (FcbhP), asi como 1los factores estimuladores de
colonias, tales como el Factor Estimulador de Colonias de
Granulocitos y Macroéfagos (FEC-GM), el Factor Estimulador de
Colonias de Macroéfagos (FEC-M), entre otros, también son

llamados citocinas, (1).

FACTORES ESTIMULADORES DE COLONIAS:

En la actualidad se han descrito siete factores de
crecimiento involucrados en el desarrollo y activacidn de los
elementos hematopoyéticos. Entre estos se encuentran la
Interleucina-1 (IL-1), IL-6 e IL-3 (conocidas también como
factores estimuladores de colonias maltiples). Estas
interleucinas parecen ser importantes para la supervivencia,
proliferacidn y activacién de las células pluripotenciales. La
IL-1 tiene la capacidad de aumentar la expresidn de los

receptores para factores de crecimiento especificos, tales
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como Factor Estimulador de Colonias de Macrdéfagos (FEC-M),
Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos y Macréfagos
(FEC-GM) y Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos
(FEC-G) . El FEC-GM estimula ademas de células
polimorfonucleares, a monocitos y macrédfagos. E1 FEC-G
promueve la proliferacidén, maduracidén e integridad funcional
de granulocitos neutréfilos maduros y el FEC-M, parece ser
especifico para la proliferacién, maduracidn y activacién de
los monocitos y los macrdfagos maduros.

Ootro de los siete factores de crecimiento principales es
la eritropoyetina (EPO), 1la cual actGa sobre 1la unidad
eritroide formadora de blastos, y posteriormente contipiia la
ruta de la unidad formadora de colonias eritroides (UFC-E) y

promueve la maduracién de las células rojas sanguineas (2-6).

PROPIEDADES DEL FACTOR ESTIMULADOR DE COLONIAS DE GRANULOCITOS
Y MACROFAGOS:

El FEC-GM humano es una glicoproteina de 22,000
daltones. El1 peso molecular de la proteina varia de 21 a 60
KDa. El punto isoeléctrico es de 3.5 a 8.0, pero la mayoria de
las células productoras secretan FEC-GM con un pI de 4.0 a
5.2; los diferentes pesos moleculares y formas isceléctricas
no parecen diferir en la actividad biolbégica del FEC-GM.

Existe un receptor especifico para el FEC-GM. Este receptor se
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representa como una sola clase de receptores de alta afinidad
(Ka= 10% - 10" M). El peso molecular de este receptor varia de
50 a 180 KDa.

El factor producido por la expresidn de un cADN en una
bacteria no se encuentra glicosilado, mientras que el producto
de la expresién de cé&lulas eucariotas se encuentra glicosilado
en forma variable. La glicosilacidén no se requiere para su

biocactividad in vivo o in vitro, perc puede afectar la

farmacocinesis del FEC-GM (5-7).

PRODUCCION DEL FEC-GM:

Se ha observado gue el FEC-GM es sintetizado por los

linfocites T, los 1linfocitos B, los nmacroéfagos, los
astrocitos, las células endoteliales, las células
mesengquimatosas, los osteoblasteos, los fibroblastos, 1las

células de misculo liso y las células epiteliales, (5-12).
El FEC-GM de diferentes tipos celulares muestra
propiedades biolbgicas similares, pero difiere en su peso
molecular, plI e hidrofobicidad, sugiriendo gque estas
variaciones pueden ser por modificacidén postraduccional, lo
que depende de la fuente celular productora, (6,9-11). La
regulacién de 1la produccién del FEC-GM se ha estudiado
principalmente en los monocitos y los 1linfocitos, se han

utilizado inhibidores metabdlicos del ARN y de la sintesis de
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proteinas. Estos estudios sugieren gque la produccién del
factor es regulada tanto por mecanismos transcripcionales,
como post-transcripcionales (8).

Se han realizado estudios en los cuales se demuestra el
efecto de la concanavalina A (Con A), la fitohemaglutinina
(PHA), y el anticuerpo monoclonal OKT3, en la estimulacién de
la produccién del FEC-GM por células mononucleares de sangre
periférica (13~15), ademas, se han identificado varios agentes
enddgenos y exbgenos que modulan la secrecién del FEC-GM,
(6,16=20) . Entre 1los factores gque la incrementan se

encuentran:

CITOCINAS: IL-1, IL-2, Factor de Necrosis Tumoral (FNT)

e interferones en dosis bajas.

MICROORGANISMOS Y SUS PRODUCTOS:
Lipopolisacdridos (LPS)
Bacilo de Calmette-Guérin

Leishmania tropica major

Schistosoma japonicum

Listeria monocytogenes

Corvnebacterium parvum

Nocardia rubra

Virus herpes simple.
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SUSTANCIAS: Litio, indometacina, cisteina, glutatién,
selenito de sodio, alfa-tocoferol, superdxido

dismutasa, acido retindico, ésteres de forbol.

OTROS: Cirugia y radiaciones.

El FEC-GM es sintetizado por células las endoteliales,
los fibroblastos, los monocitos y los linfocitos T cuando son
estimulados por mediadores de la inflamacidén tales como IL-1,
FNT-alfa o LPS, y se ha reportado gue es generado
constitutivamente por las células endoteliales y los
fibroblastos. Se ha reportado que 1la IL-1 incrementa la
transcripcién del gene del FEC-GM, por lo gue se reguiere de
una secuencia promotora en el gene del FEC-GM para la
respuesta a IL-1. Los elementos reguladores del gene de FEC-GM
son especificos de tejidos. El promotor del gene se encuentra
activado en células endoteliales en reposo (8-10).

Ya gue la IL-1 y el FEC-GM son sintetizados por varias de
las mismas células, y el FEC-GM puede inducir la secrecidn
tanto de la IL-1 y del Factor de Necrosis Tumoral, se piensa
que puede existir una red de amplificacidn para la produccidn

de estas dos citocinas (6).

Entre los factores que disminuyen la produccidén del FEC-

GM se encuentran (6):
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CITOCINAS: Interferones a altas dosis.
SUSTANCIAS: Lactoferrina, transferrina, vitamina D,

prostaglandinas, etanol.

EFECTOS DEL FEC-GM in vitro:

El efecto del FEC-GM <sobre el compartimiento
hematopoyético ha sido ampliamente documentado (5-7). Las
células blanco del FEC-GM son de diferentes tipos, dichas
células expresan el receptor especifico del FEC-GM, entre
estas se encuentran: los neutrd6filos, los eosindfilos, los
baséfilos, los monocitos, los macré6fagos, los linfocitos T,
las células endoteliales y los gueratinocitos, (6,21).

Evidencias recientes indican gque el FEC-GM parece jugar
un papel en los mecanismos de inmunidad. En los neutréfilos,
el FEC-GM incrementa las actividades del metabolismo
oxidativo, como: la fagocitosis de levaduras opsonizadas, la
fagocitosis de bacterias y la fagocitosis mediada por Ig A;
también aumenta su citotoxicidad, guimiotaxis, nimerc de
receptores para f-Met-Leu-Phe, actividad microbicida,
produccién de leucotrienos, adhesidn celular, asi como la
secrecién de FEC-G, y FEC-M (6,22). Ciertos estudios
demostraron que cuando las neutréfilos son incubados con FEC-
GM biosintético humano durante 10 a 15 minutos, muestran un

aumento en la guimiotaxis en respuesta a f-Met-Leu-Phe y un
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incremento en la expresidn de proteinas de adherenhcia en la
membrana del neutrdfilo. Los neutrdfilos tratados con FEC-GM
por 1 & 2 horas muestran un aumento en la produccidén del anién
superdxido en respuesta a la exposicién subsecuente a
quimiotédcticos. Se ha observado ademéds, gue el FEC~-GM aumenta

la muerte de Trypancsoma cruzi inducida tanto por 1los

neutréfilos, como por los monocitos, e incrementa la
citotoxicidad de los neutrdéfilos hacia células de leucemia
humana (23-28). M&s aln, el FEC-GM induce la secrecidn de
citocinas por 1los leucocitos polimorfonucleares, tales como,
el activador de plasmindgeno, IL-1 alfa e IL-1 bheta.
Actualmente se ha sefialado gue el FEC-GM puede inducir a los
granulocitos polimorfonucleares para la produccién de FEC-M y
FEC-G (22). Recientes estudios muestran gue la citotoxicidad
celular mediada por anticuerpos hacia células blanco
infectadas con HIV se aumentd marcadamente con FEC-GM y FEC-G,
se observaron resultados similares tanto con los neutréfilos
dg donadores normales coﬁo de los pacientes con SIDA, (30).
El FEC-GM ayuda al desarrollo y maduracidédn de monocitos
(31), ademds, actfla sobre monocitos y macréfagos aumentando el
metabolismo oxidativo y la fagocitosis (32). Se ha demostrado
que el FEC-GM estimula la proliferacidon de monocitos y de
macrofagos tisulares y aumenta su capacidad de responder al

FEC-M, (33), e induce la expresidn de FEC-G por los monocitos
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(34) . Se ha demostrado gue el FEC-GM tiene efecto sinergista
con algunas citocinas en su accién sobre monocitos y
macrofagos, entre las que se encuentran: La Interleucina-1
(IL-1) (12), el Interferon gamma (IFN-gamma) (35), 1la
Interleucina 6 (IL-6) (36), la Interleucina 7 (IL-7) (37), Y
el Factor Transformador de Crecimiento (TGF-beta) (38), 1lo
cual, sugiere un papel en los mecanismos de inmunorregulacién.
En la actualidad, se ha observado gue el FEC-GM humano
recombinante aumenta la habilidad de los monocitos humanos
para funcionar «como células accesorias en ensayos de
proliferacidn de linfocitos T estimulados con Ag o mitdégenos.
Asi mismo se observé que dicho factor aumenta la expresién de
moléculas HLA-DR y estimula la secrecién de la IL-1, ambos
fendémenos importantes para la estimulacién de los linfocitos
T por antigeno (39,40). Diversos reportes sugleren un papel
del FEC-GM en la resistencia hacia patdgenos. Se ha demostrado
gque el FEC-GM aumenta la capacidad microbicida de los
monocitos y los macréfagos hacia ciertos patégenos, tales como
Leishmania tropica (41), Trypanosoma cruzi (42}, Leishmania

donovani (43), Leishmania mexicana amazonensis (44) y Candida

albicans (45,46).
Su accidén sobre eosinéfilos incluye el aumento de 1la

citotoxicidad hacia Schistosoma mansoni, asi come, de la

citotoxicidad dependiente de anticuerpos. Ademds, aumenta su



17
actividad fagocitica (6,23,24).

El FEC-GM muestra un efecto sobre los baséfilos,
aumentado su capacidad de liberacidén de histamina (6).

La accidn del FEC-GM no parece restringirse al sistema
hematopoyético y se ha reportado su efecto sobre las células
endoteliales, los gqueratinocitos y algunas células malignas.
En algunos estudios, se observd un incremento en la migracidn
de 1las células endoteliales, tratadas c¢on diferentes
preparaciones de rFEC-G y rFEC-GM, a través de filtros de
policarbonato; asi como un incremento en la incorporacién de

timidina tritiada (* B timigina), (6,47,48).

EFECTOS jin vivoe DEL FEC-GM:

Se han observado varios efectos in vivo del FEC-GM (6)

tales como:
En el ratodn:

- aumenta la fagocitosis por macréfagos.

- incrementa el namero de receptores Fc.

- aumenta la expresion de moléculas clase II
del Complejo Principal de Histocompatibilidad.

- aumenta la expresidén de IL-1 de membrana ¥y
secretoria de los macrofagos.

- incrementa el nimero de macrofagos

tisulares.
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- incrementa el nimero de neutroéfilos

circulantes.

En el mono:
- aumenta la cuenta de neutréfilos.
- incrementa el nimero de plaquetas.
- aumenta el metabolismo oxidativo de
los neutrodfilos.
- aumenta la actividad microbicida de

los neutréfilos en contra de Escherichia coli.

En el hombre, el FEC-GM ha sido recientemente empleado
para el tratamiento de diversos trastornos y su efecto se

describe en la siguiente seccién.

APLICACIONES CLINICAS DEL FEC-GM:

El FEC-GM ha sido utilizadeo en varias enfermedades y a
diferentes dosis, entre estas enfermedades estan las anemias
aplédsticas, los sindromes mielodisplédsicos, SIDA, sarcomas,
transplantes de la médula &sea, mielosupresidn inducida por
gquimioterapia y en accidentes por radiaciones. En general, la
toxicidad del FEC-GM por via parenteral es dosis dependiente
y predecible. Entre los efectos colaterales, la fiebre es

comin a todas las dosis, asi como, retencidn de fluidos, edema
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pulmonar y formacidén de trombes. Se cree gue algunos efectos
adversos pueden ser mediados indirectamente por la preduccién
de ctras citocinas o segundos mensajeros, mds gue por el FEC-

GM, (49-53).

Este factor tiene varias aplicaciones clinicas
potenciales, entre estas, en la estimulacién de neutrdfilos en
pacientes para incrementar su resistencia a parédsitos
intracelulares (51). Otras posibles aplicaciones del FEC-GM
incluyen la proliferacion in vitro de células leucociticas
obtenidas en 1los bancos de sangre; -el aumento de la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpoé llevada a
cabo por las células mononucleares y los neutréfilos de
pacientes tratados con anticuerpos monoclonales en la terapia
para el cancer; el mejoramiento de las defensas de pacientes
sometidos a cirugia, en pacientes con guemaduras, en pacientes
con infecciones tales como osteomielitis, y en el tratamiento
de infecciones parasitarias, para aumentar las funciones ge

los eosindéfilos (49).

LA LEPRA Y SUS CARACTERISTICAS:
La lepra es una de las enfermedades mé&s antiguas gue se
conocen, se tienen dateocs de que existe desde  hace

aproximadamente 5 milenios y se atribuye a Egipto ser la cuna
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de la enfermedad. En 1873, un médico noruego de apellido
Hansen descubre gque la lepra es una enfermedad causada por el
patdgeno intracelular Mycobacterium leprae, por 1o gue se
descartan las creencias de que la lepra era un castigo divino
o un mal hereditario. El agente causal es una bacteria &cido
alcohol resistente, gue se multiplica principalmente en las
células de Schwann y en macrofagos. Hasta 1la- fecha esta
bacteria no ha podido cultivarse in vitro, sin embargo, se ha

logrado su desarrollo 1

vivo en el cojinete plantar de los

ratones, o bien, en el armadillo de nueve bandas (Dassypus

novemsinctus), al cual se le considera un reservorio natural.

La transmisidén de esta enfermedad es directa de persona a
persona; las wvias respiratorias superiores, son la via
principal de contagio. Esta enfermedad afecta aproximadamente
a 10-15 millones de personas en todo el mundo, si bién, es més
comin en los tropicos y subtrdopicos, con una incidencia de
aproximadamente 10 a 20 personas por cada 1000. (54). En
México existen aproximadamente 17,000 personas con esta
enfermedad, sugun datos de la Secretaria de Salubridad vy
Asistencia en 1990. Los estados mas afectados son Sinaloa y
Colima (55) -

Esta enfermedad proporciona una oportunidad para el
estudio de los circuitos ihmunorreguladores y de las

citocinas, ya gue la respuesta inmune hacia M. leprae por
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parte del hospedero determina la forma clinica de 1la
enfermedad (56). En un pole del espectro clinice, la lepra
tuberculcide (TT) , los pacientes muestran una fuerte
reactividad inmune mediada por células contra los antigenos de

M. leprae, tanto in wvivo como in vitro; sin embargo, esta

respuesta no es suficiente para erradicar totalmente a 1la
micobacteria de los tejidos y los pacientes muestran lesiones
en la piel.A En el otro extremo del espectro, la lepra
lepromatosa (LL), los pacientes carecen de inmunidad celular
en contra de la micobacteria y desarrollan numerosas lesiones
en la piel con abundantes bacilos dentro de los macrofagos.
Una supresién activa llevada a cabo por las células CD8 *,
CD28 (57,58) ha sido propuesta como un posible mecanismo para
explicar la ausencia de respuesta inmune especifica y la
disminucidén en la produccién de interleucinas observada en los
pacientes lepromatosos. Asi mismo los macrdéfagos fracasan para
destruir a la nmicobacteria intracelular, y esto es
probablemente debido al efecto secundario de la proeduccidn
deficiente de citocinas activadoras de macrdfagos (59).
Actualmente no existe una vacuna eficiente contra la
lepra, y el tratamiento se lleva a cabo utilizando una terapia
multidrogas (60-62), sin embargo, el tratamiento es muy largo,
y existen efectos colaterales causados por los medicamentos

utilizados (63,64). Recientemente, algunos grupos de
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investigadores  prueban ciertas <citocinas como medida
terapéutica para el tratamiento de la lepra (65). En algunos
estudios se ha administrado IFN-gamma recombinante en las
lesiones de los pacientes con lepra lepromatosa, y se ha
observado una mejoria muy notoria en las lesiones, ya gue
existe una conversién histolégica hacia el polo tuberculoide
(66,67). En otros estudios se ha utilizado IL-2 recombinante
para administrarse intradérmicamente, y se ha observado una
disminucién en el nimero de bacilos en las lesiones de los

pacientes lepromatosos, (68,69).



PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS:

Debido a que ya ha sido demostrado gue el FEC-GM aumenta
la capacidad microbicida de los macrofagos para ciertos
microorganismos intracelulares (41-46) y en bkbase a qgue el
agente causal de la lepra es un microorganismoe intracelular,
el cual no es erradicado eficientemente por los macrdfagos de
los pacientes con lepra lepromatosa, pensamos que este factor
pudiera tener un papel muy importante en la inmunopatologia de
esta enfermedad, por lo dgque nos planteamos la siguiente

hipodtesis.

HIPOTESIS DE TRABAJO:

Si el FEC-GM tiene la capacidad de zumentar la actividad
microbicida y 1la funcién presentadora de antigeno de los
macré6fagos: la produccidn y/o respuesta de las células del
sistema inmune a este factor, posiblemente se encuentre
disminuida en los pacientes con lepra lepromatosa (LL), en

comparaciédn con los pacientes con lepra tuberculoide (TT).
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OBJETIVOS:

1) Estandarizacidén de 1la Técnica de ELISA para la

determinacidén del FEC-GM en los sobrenadantes de cultivo.

2) Determinar la produccidn espontd@nea del FEC-GM por
las ceélulas mononucleares (CMN) de sangre periférica de
sujetos sanos, asi como la inducida por LPS
(lipopolisacarido), PHA (fitohemaglutinina), IL-1r Dbeta
(interleucina 1 beta recombinante) y el antigeno sonicado de

Mycobacterium leprae.

3) Determinar la produccidén esponténea del FEC-GM por
las CMN de sangre periférica de pacientes con 1lepra

lepromatosa, asi como la inducida por LPS, IL-1r, PHA y Ag.
4) Determinar la produccidén esponténea del FEC-GM por las
CMN de sangre periferica de pacientes con lepra tuberculoide,

asi como la inducida por LPS, IL-1r, PHA ¥y Ag.

5) Comparar los resultados obtenidos con cada grupo de

sujetos.
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MATERIAL Y METODOS:

I) METODO INMUNOENZIMATICO (ELISAZA) PARA LA CUANTIFICACION DEL

FEC~GM EN LOS SOBRENADANTES DE CULTIVO:

A) ESTANDARIZACION DEL METODO EN EL LABORATCORIO.

a) MATERIAT.:

1.- Microplacas de ELISA (Costar, 96-well Assay

Plates).
2. = FEC-GM recombinante. Conc.110 ng/ml
(Behringwerke) .

W
.
|

Anticuerpo monoclonal anti FEC-GM (Behringwerke)

4.- Anticuerpo policlonal anti FEC-GM (Behringwerke)

5.~ Anticuerpo anti-IgG bicotinilado (Vector
Laboratories)

6.~ Conjugado de avidina-peroxidasa (Vector
Laboratories)

7.- Solucidn amortiguadora de Carbonato/Bicarbonato:
Este amortiguador se utiliza para pegar el
anticuerpo monocleonal en la placa de ELISA. Se
prepard de la siguiente manera:

* 0.8 gr de Na,CO, * 1.47 gr de NaHhCO,

25
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* 500 ml de agua tridestilada.
* Se ajustd el pH a 9.6

Nota: Hacerlo el dia que se va a utilizar.

8. — Solucidn amortiguadora de lavados. El

amortiguador PBS-Tween es usado para lavar las
placas entre cada paso del procedimiento, Yy
también sirve como base para otros
amortiguadores. Se prepard de la siguiente
manera:

Solucidn PBS stock 10X:

* 4 gr KH,PO,

* 44 gr de Na,HPO,.7 H,O0 6 23.2 gr de NaHPO,
anhidro.

% 4 gr de KCl

* 2 litros de agua tridestilada. Se almacend a 4°C.

Solucidn salina stock 10X:

* 160 gr de NaCl
* 2 litros de agua tridestilada. Se almacend a 4°C.

Amortiguador PBS-Tween 1X:

* Se ahadieron 200 ml de PBS 10X a un matraz de 2
litros.

* Se afladieron 200 ml de solucién salina 10X.

* Se completaron los 2 litros con agua

tridestilada.
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Se anadié 1 ml de Tween-20 (polioxietileno

sorbitan moneolaurato).

* Se mezcld perfectamente, y se ajustd el pH a

7.4.

NOTA: E1 amortiguador PBS-Tween 1X debe prepararse

el dia del ensayo; la solucidn gue no se use
puede guardarse por 24 horas a 4°C.

Amortiguador de blogueo. Se utilizé como
solucidn bloqueadora, el amortigurador PBS-Tween
suplementado con 1% de 1leche en polvo. Se

prepard de la siguiente manera:

* 2 gr de leche en polve Carnation

* Se disolvieron en 200 ml del amortiguador PBS-—

Tween 1X.

* Se mezcld por 5 min. aproximadamente.

* Se ajusto el pH a 7.4.

NOTA: Se almacena a 4°C y conviene prepararse un

10.-

dia antes del ensayo.

Solucidén amortiguadora de Reacciodn. El
amortiguador de reaccidn se prepara exactamente
antes de usarse, Yy sirve sélo durante 15
minutos después de la adicidén del O©OPD
(Ortofenilendiamina) y del H,0,. La solucién de

dcido citrico y la solucidén de fosfatos pueden
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prepararse y almacenarse a 4°C.

Solucidn 0.1 M de Ac. Citrico:

* 19.2 gr de ac. citrico anhidro & 21 gr de ac.
citrico monohidratado.

* Se disolvieron en 1 1litro de agua
tridestilada.

Solucidén 0.2 M de Fosfato:

* 28.4 gr de Na,HPQ,.

* Se disolvieron en 1 1litro de aqgua
tridestilada.

Solucidén Amortiguadora de reaccidn:

* Se anadieron 24 ml de la solucidn 0.1 M gde
ac. citrico a un matraz de 100 ml.

* Se ahadieron 26 m)! de la solucidn 0.2 M de
fosfato.

* Se mezclaron con 50 ml de agua tridestilada.
* Se anadieron 40 mg de OPD (ortofenilen-
diamina) .

* Se afadieron 40 ul de H,0, al 30%.

b) TECNICA:

Se estudiaron varias condiciones para llevar a cabo el
ensayo inmunoenzimitico, en las cuales se wvaridéd 1la

concentracidén de los diferentes anticuerpos utilizados, los
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tiempos de incubacién y las condiciones de bloqueo de la placa
de ELISA. Las condicignes finales seleccionadas, se
especifican en la seccidn de Resultados. En el esguema 1 se

puede observar el fundamento de la técnica utilizada.

ESQUEMA 1: FUNDAMENTO DE AMBOS METODOS DE ELISA.

AC. MONOCLOHAL
ANTI-FEC-GM i @
\,

M
E—
I ANTI-FeG

AC, POLICLONAL G/ BIDTINILADA ‘e'

S- <lgGH
—b '
1

€OMPLEJO
[ ] AVIDIRA~PEROXIDASA /{:] A 1/'

- LECTVURA DE
ABSORBANCEA A
492 nm,

— L

%
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ESQUEMA GENERAL:

1.~ Recubrimiento de la placa con el Ac. monoclonal.

* Se prepard una solucidén del Ac monoclonal con el
amortiguador de carbonato/bicarbonato, y se analizaron
diferentes concentraciones (1 ug/ml, 2 ug/ml, 3 ug/ml y
4 ug/ml).

* Se anadieron 100 ul de esta solucién a cada pozo de la
placa de ELISA.

* Se cubrid la placa con parafilm, y se incubd toda la
noche a 4°C.

2.— Blogueo de la placa.

* Se aspird el 1liquido de la placa, se lavdé con el
amortiguador de PBS-Tween 4 veces y se secd la placa por
inversidn en papel absorbente.

* Se ahadieron 50 ul del amortiguador PBS~-Tween-leche a
cada pozo, y se incubd a 37°C, se analizaron diferentes
tiempos de incubacion (0, 5, 15 y 30 minutos).

3.- Adicidén de los Estéandares.

* Se prepararon los estandares correspondientes (10ng/ml,
5ng/ml, 1 ng/ml, 0.1 ng/ml, 0.01 ng/ml). Los estandares
se diluyeron con el amortiguador PES-Tween-leche. Como
control, es decir, 0 ng/ml, se utilizé el mismo buffer en
el gue se diluyeron los estdndares.

* Se afladiercn 50 ul de los estdndares correspondientes,
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o bien de los sobrenadantes problema, a sus respectivos
pozos, los cuales contenian 50 ul del amortiguador PBS-
Tween-leche, se cubrid la placa y se incubd a 37°C, se
estudiaron diferentes tiempos de incubacién (1 hora y 2
horas) -

4.- Incubacién con el Segqundo Anticuerpo (Ac. Policlonal

anti-FEC-GM obtenido en conejo).

* Se aspird el liguido de la placa, y se lavd 4 veces con
el amortiguador PBS-Tween. Se secd la placa con un papel
absorbente.

* Se prepard una solucién del anticuerpo policlonal con
el amortiguador PBS-Tween-leche y se analizarcn
diferentes concentraciones (2ug/ml ¥y 3ug/ml) vy se
afiadieron 100 ul de dicha solucidén a cada pozo de la
placa.

* Se cubrid la placa y se incubd a 37°C por una hora.

5.— Incubacidn con el Tercer Anticuerpo (Ac anti-IgG

biotilidado de coneijo, obtenido_en chivo).

* Se aspird el liquido de la placa, y se lavd 4 veces con
el amortiguador PBS-Tween. Se secd la placa con papel
absorbente.

* Se prepard una solucidén del tercer anticuerpo con el
amortiguador PBS-Tween-leche, probdndose diferentes

concentraciones (1 ug/ml, 2 ug/ml, 3 ug/ml y 4 ug/ml). Se
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afadieron 100 ul a cada pozo.
* Se cubrid la placa y se incubd a 37°C por una hora.:

6.— Adicibén del compleijo Avidina-Peroxidasa.

* Se aspird el liguido de la placa, y se lavd 4 veces con
el amortiguador de lavado. Se secd la placa con papel
absorbente.

* Se prepard una solucidn del complejo avidina-peroxidasa
con el amortiguador PBS-Tween-leche y se estudiaron
diferentes concentraciones (1 ug/ml, 2 ug/ml, 3ug/ml y 4
ug/mi). Se afiadieron 100 ul a cada po:zo.

* Se cubrid la placa y se incubdé a 37°C por una hora.

7.— Reaccidén del Substrato.

* Se aspird el liquido de la placa, y se lavd 4 veces con
el amortiguador de lavados, se secd la placa con papel
absorbente.

* Se ahadieron 200 ul de la solucidon amortiguadora de
reaccién a cada pozo, y se dejd que se llevara a cabo la
reaccidén durante 10 minutos.

* Se ahadieron 50 ul de &acido sulfirico 2N para detener
la reaccidn.

* Se mididé la absorbancia en un contador de ELISA
(espectro) de la marca Organon Teknika, utilizando un

filtro de 492 nn.
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8.— Calculos y Elaboracidén de una Grafica con los resultados

los

obtenidos.

Se utilizdé el programa Lotus 1,2,3, para llevar a cabo

calcules y hacer la grafica.

B) UTILIZACION DEL EQUIPO COMERCIAL DE EILISA PARA LA

DETECCION DEL FEC-GM.

El equipo comercial de ELISA para cuantificar el
FEC-GM humano (Genzyme, Cerporation), es un ensayo
inmunoenzimatico en fase sdlida, gque emplea el principioc
del sandwich con multiples anticuerpos. En el Esgquema 1
se demuestra el fundamento de la técnica, dicho
fundamento es similar al gue se utilizé en la
estandarizacién del método de ELISA en el laboratorio.

Durante el primer dia del ensayo, se cubridé la placa
de poliestireno de 96 pozos con el anticuerpo monoclonal
de ratdén anti FEC-GM humano, y la placa se incubd durante
toda la noche a 4°C.

Durante el segundo dia del ensayo, el anticuerpo
monoélonal se removidé por aspiracién. Los pozos se
lavaron, y se "bloguearon" por adicién de una solucidn de
albimina sérica bovina (ASB), para prevenir la unidén no

especifica de los reactivos subsecuentes. La ASB no
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adherida se removid por aspiracidén de 1los pozos. Los
estdndares apropiados y los sobrenadantes problema se
afiadieron a la placa y se incubaron 1 hora a 37°%. El
material no adherido en las muestras se removidé por
aspiracidon de los pozos, y posterjormente se lavé la
placa para eliminar substancias residuales.
Posteriormente, se afiadié un segundo anticuerpo (Ac.
pocliclonal anti FEC-GM humano, elaboradoc en conejo),
este anticuerpo se une a miltiples epitopes del FEC-GM
contenido en la fase s6lida. Se incubd por 1 hora a 37°C.
De nuevo el anticuerpc no adherido se elimind por
aspiracién y lavado. Se afiadié un tercer anticuerpo (Ac
policlonal anti-IgG de conejo, elaborado en chivo,
marcado con biotina), Yy se incubé durante 45 minutos a
37°%, al terminar el tiempo de incubacién, el anticuerpo
no adherido se elimind por aspiracién y lavado de los
pozos. Subsecuentemente, se anadié el complejo Avidina-
Peroxidasa y se incubé la placa por 40 minutos a 37°C. Se
aspirdé y lavé la placa para eliminar 1la Avidina-
Peroxidasa no adherida. Finalmente se afiadié el buffer de
reaccién, el cual contiene perdoxido y OPD, se desarrollo
un color amarillo en los pozos donde se detectd FEC-GM.
El desarrollo de color se detuvo a los 10 minutos, por

adicidén de acido sulfirico a cada pozo. Se determind la
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absorbancia mediante un espectro de la marca Organon
Teknika, con filtro de 492 nm. La medida de 1la
absrobancia es proporcional a la concentracién del FEC-
GM. La concentracidén del FEC-GM en los sobrenadantes de
cultiveo se determind por comparacién de las absorbancias
obtenidas, con las aborbancias de los estandares. Se
utilizé el programa Lotus 1,2,3, para llevar a cabo los
cdleculos. (Ver detalles en el panfleto proporcionado por

la compania manufacturadora).

I1I) SEPARACION DE CELULAS MONONUCLEARES EN GRADIENTES DE

PERCOLL:

a) MATBERIAL:

1.- Individuos: Se trabajdé tanto con sujetos sancs como
con pacientes con lepra lepromatosa (LL) y pacientes
con lepra tuberculoide (TT). Los pacientes fueron
diagnosticades en el Departamento de Dermatologia
del Hospital Universitario "Dr. E. Gonzalez" de la
U.A.N.L., y se clasificaron de acuerdo al criterio
de Ridley y Joplin (56).

2.—- Percoll (SIGMA Chemicals Co.)

* Preparacidén de Percoll para separar células

moncnucleares (CMN):
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Se prepard una solucidén de Percoll al 100% de la

siguiente manera:

*

5 partes de perceoll (1.129 g/ml}
* 1 parte de PBS 10X (libre de calclio y magnesio),

el se esterilizd en autoclave.

Se prepard una solucidén de Percoll al 60% a partir
de percoll al 100 % ahadiendo PBS 1X. El1 percoll
al 60% tiene una densidad de 1.077 g/ml.

3.- PBS libre de calcio y magnesio:

* Nacl ..... 8.0 gr * Na,HPO,..... 1.15 gr

Se disolvieron estas sales en 1 1litro de agua
tridestilada y libre de pirdgenos. Se ajustd el pH a 7.4
- 7.6, y se esterilizé 20 min. a 15 1lbs.

Nota: Para preparar PBS 10X en lugar de disclver en 1
litro de agua, se disuelven las sales en 100 ml de agua

tridestilada.

b) TECNICA:

- Se obtuvieron aproximadamente 15 ml de sangre venosa (+
20 U/ml de heparina) de cada uno de los individuos
estudiados.

- Se diluyd la sangre con igual volumen de PBS.
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- Se anadieron con cuidadeo 10 ml de la sangre diulida a

3 ml de percoll (d= 1.077 g/ml) en un tubo cénico de
plastico estéril de 15 ml de capacidad y se
centrifugé inmediatamente a 1,300 rpm X 30 min. en

una centrifuga refrigerada Beckman modelo TJ-6.

- Se removidé con una pipeta la monocapa de célules

- Se

= Se

mononucleares y se transfirieron a un tubo coénico
estéril de 15 ml de capacidad. Se diluyeron las
células con un eXxceso de PBS, se mezclaron Yy

centrifugaron (1,500 rpm, 15 min).

descartd el PBS, se resuspendieron las c€lulas y se
afadi® PBS hasta llenar el tubo y se centrifugaron
(1,300 rpm, 10 min), se repitid el procedimiento 3

veces.

resuspendieron las células en RPMI + 5% de suero AB
humano y se contaron con azul tripano, (se espera
obtener 1 millén de CMN por cada ml de sangre
completa). Se ajustdé el volumen de la sSuspension

celular a 2 x 10° cel /ml con medio de cultivo.
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III) INDUCCION DE LA PRODUCCION DEL FEC~GM in vitro POR

LAS CMN:

a) MATERIAT:
1.- Medio de Cultivo RPMI 1640 (SIGMA, Cell Culture

Reagents) .

- Para hacer 1 1lt:

* Se apadieron 800 ml de agua tridestilada y libre de
pirdgenos a un vial de RPMI deshidratado.

* Se disolvieron 2 gr de bicarbonato de sodio.

# Se afhadidé suficiente agua para hacer 1 1t.

* Se reconstituyd el vial de l-glutamina (292 mg) con
10 ml de medio para obtener una concentracidén de
200mM. Si se ahade a 1 1t de medio se obtiene una
concentracidn 2mM (6ptima concentracidn para cultivo
de tejidos).

* Se ahadieren 100 U/ml de medio de penicilina G
(SIGMA) y 100 ug/ml de medio de estreptomicina
(SIGMA) .

* Se esterilizd mediante el paso por un filtro de poro
0.22 um en la campana de flujo laminar, y se dividio
en botellas de 100 6 200 ml.

* Se afhadidé 2-Mercaptoetancl (2-ME), y suerc AB humano

(inactivado por calor a 57°C por 30 min.) al medio
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de cultivo gque se utilizdé exactamente el dia del
experimento:

- 35 ul de 2-ME (14.23 M) en 10 ml de PBS (stock =
5 x 102 M). Se ahadieron 100 ul del stock de 2-ME a
100 ml de RPMI. Concentracién final 2-ME= 5 x 10”° M.
~ Se ahadid suero AB humano para hacer una conc. al
5%: 5ml de suero 2B a 100 ml de medio RPMI.

2.~ Estimulos:

*# Ag sonicado de Mycobacterium leprae, donado por la

Dra. JIris ©Estrada, d48el Institutco ©Politécnico

Nacional, el cual se obtuvo en armadillos.

* Lipopolisacarido (LBPS) de E. coli (SIGMA Chemicals

Co.)

* I1-1 beta recombinante (Genzyme Corporation).

* Fitohemaglutinina (PHA) (SIGMA Chemicals Co.).
3.- Microplacas de Cultivo de 96 pozos de fondo plano y

fondo en "U'" (Corning Culture Plates).

b) Técnica:

En el Esquema 2, se puede observar el diagrama de
flujo de la metodologia empleada para la estimulacién de las
CMN de sangre periférica para la produccién del FEC-GM. Los

basos que se siguileron son los sigulentes:
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1.~ Una vez obtenidas 1las CMN de 1los diferentes
individuos, se resuspendieron a una concentracién de

2 X 10° cel/ml en medio de cultivo RPMI 1640,
suplementade con 2-ME, 5% de suero AB humano,
glutamina y antibidéticos. Se anadieron 100 ul de la
suspensidén celular a cada pozo de cultivo (200,000

células por pozo).

2.- Se llevaron a cabo dos procesos de incubacidn:
a) Se preincubaron las CMN durante 3 dias antes de
la adicion de los estimulos.
b) Las CMN no se preincubaron, por 1lo que los
estimulos se afhadieron el mismo dia en gque se

obtuvieron las CMN,

3.—- La adicidén de los inductores de la produccidén del
FEC-GM se llevd a cabo bajo el sigulente esguema: A
los pozos apropiados de la placa de cultivo ée
afiadieron:

a) 100 ul de medio (control)

D) 10 ul de M. leprae sonicado (400 ug/ml) + 80 ul
de medio (conc. final 20 ug/ml).

c) 20 ul LPS (100 ug/ml) + 80 ul de medio (conc.

final 10 ug/ml).
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d) 20 ul de PHA-M (1:10) + 80 ul de medio (final 5
ug/ml) .

e) 20 ul IL-1 (500 pg/ml) + 80 ul de medio (final

50 pg/ml).

4.- Se incubd la microplaca a 37° C en una incubadora de

HOOW®

CO, (Imperial II-CO, Incubator, Lab Line Instruments
Inc.), en una atmdsfera de 5% de CO, y saturada de
humedad, por 1, 3 y 5 dias, para las CMN incubadas
con LPS, IL-1 y PH2, y durante 3,5 y 7 dias para las

CMN incubadas con el Ag.

CONDICIONES DE LA MICROPLACA

DIA 1 DIA 3 DIA 5

1-4 5-8 S9-12

REMI RPMI RPMI

M. leprae M. leprae M. leprae
LPS LPS LPS

PHA PHA PHA

IL-1 IL-1 TL-1
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ESQUEMA 2: FSTIMULACION DE LAS CMN DE SANLRE
PERIFERICA DPADRA LA PRODUCCION DEL FEC-6GM

ESTIMULDS Ag
—— —)
oevec oo e
e BT coeoPdoce
. oevgeoee
el susPENSION

CELULAR oD S
T X K ¥ X J
>e OO ®

OBTENCION DE CHMN L X N & 2 1 J
ER GRADIENTIES DL o OO
FERCOLL

> > O

—

INCUBACION A
7 & ELISA

SOBREHNADANTIES

5) Se colectaron los sobrenadantes (sn) de los pozos en
tubos marcados, se centrifugaron (1,300 rpm X 10
min), y de nuevo se colectaron los sn libres de
células y se congelaron a -20°C. Posteriormente se
determiné el FEC-GM, en cada uno de los sn, pPOr un

método inmunoenzimatico de ELISA.
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Se analizaron diferentes tiempos de incubacién, ya gue no
se conoce la cinética de produccidn del FEC-GM. Se utilizaron
diferentes tipos de estimulos, para poder darnos una idea de
la subpoblacidén celular involucrada en la produccidn del FEC-
GM. E1 LPS estimula principalmente a macréfagos y linfocitos
B, la IL-1r estimula en mayor proporcién a linfocitos T y a
macrofagos, la PHA tiene mayor efecto sobre linfocitos T, y el
Ag estimula a linfocitos que reconocen de manera especifica a
dicho Ag.

En algunos experimentos se utilizaron placas de cultivo
de fondo en "U", para saber si es necesario un contacto
celular para la produccidén del FEC-GM, sin embargo, eﬁ la
mayoria de los experimentos se utilizaron placas de cultivo de

fondo plano.

IV) ANALISIS ESTADISTICO:
Los resultados se analizaron mediante el empleo del

Método estadistico Factorial, utilizando la T de Student.



RESULTADOS.

I) METODO INMUNOENZIMATICO PARA LA CUANTIFICACION DEL

FEC-GM:

Las condiciones optimas encontradas en la
estandarizacidén del método de ELISA fueron:

a) Recubrimiento de la placa con el anticuerpo monoclonal
anti-FEC-GM (IgG de ratén), a una concentracidén de 2 ug/ml.

b) Blogqueo de la placa con el amortiguador PBS-Tween-—
leche durante 15 minutos a 37°C.

c) Incubacién de los estandares de FEC-GM recombinante y
los sobrenadantes, durante 1 hora a 37°C.

d) Adicién del anticuérpo secundario, anticuerpo
policlonal anti-FEC-GM (IgG de conejo), a una concentracidn de
2 ug/nml.

e) Adicion del tercer anticuerpo, anticuerpo biotinilado

anti-IgG de conejo (IgG de chivo), a una concentracidén de 2
ug/ml.
f) Adicidn del complejo Avidina-Peroxidasa a una

concentracidén de 2 ug/ml.
Mediante el uso de estandares de concentracidn conocida
de FEC-GMr en el ELISA, se realizaron los cdlculos para poder

obtener una curva esténdar (Grafica 1). En esta grafica
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podemos ver gue la sensibilidad del ELISA experimental no fue
lo suficientemente alta, pues se esperaba tener una
sensibilidad menor a 100 pg/ml y sin embargo, se detectaron
aproximadamente 5000 pg/ml; dicha sensibilidad no fue 1la
adecuada para detectar el FEC-GM en los sobrenadantes de

cultivo.

CUANTIFICACION DEL FEC-GM
ELISA EXPERIMENTAL
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En contraste, el ELISA comercial mostrd una mayor
sensibilidad, por lo cual se decididé utilizarlo para llevar a
cabo todos los experimentos. La sensibilidad del ELISA
comercial reportado por la compafiia manufacturadora se

confirmdé en el laboratorio y fue de 4 pg/ml (Grafica 2).

CUANTIFICACION DEL FEC-GM
ELISA COMERCIAL
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A fin de investigar las causas de la menor sensibilidad

del ELISA experimental, se analizaron los estandares enpleados
em los dos métodos de ELISA. De esta manera, con el ELISA
comercial no se encontrd una densidad O6ptica apreciable con
los estédndares de 100 y 1000 pg/ml del FEC-GMr (Behringwerke)
utilizados en la calibracidén del ELISA experimental. Esto
sugirid que el FEC-GMr de Behringwerke estaba degradado o no
era reconocido éptimamente por el o los anticuerpos anti-FEC-
GM de Genzyme. El ELISA experimental detectd los estandares de
FEC-GMr (Genzyme), desde el de 256 pg/ml hasta el de 32 pg/ml,
pero no los de 16, 8 y 4 pg/ml (Grafica 3); es decir 1la
sensibilidad del ELISA experimental parece sexr de 32 pg/ml.
Fue de interés notar que los estédndares del FEC-GMr
(Behringwerke) dieron una densidad o6ptica correspondiente a
una concentracibn aproximadamente 100 veces wenor a la

indicada (datos no mostrados).

Considerando esto, es posible que la sensibilidad de 5000
pg/ml del ELISA experimental original, correspondiera a una
sensibilidad de 50 pg/ml al emplear el FEC-GMr de Genzyme. Es
conveniente continuar con la estandarizacién del método, para

poder llevar a cabo estudios posteriores.
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CUANTIFICACION DEL FEC-GMr de GENZYME
MEDIANTE EL ELISA EXPERIMENTAL
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IX) DETERMINACION DEL TIEMPO OPTIMO DE PRODUCCION DEL

FEC-GM POR CMN ESTIMULADAS CON DIVERSOS AGENTES:

Debido al alto costo del eguipo de ELISA comercial, nos
planteamos el objetivo de determinar el tiempo 6ptimo de
Produccidén del FEC-GM, inducida por los diversos agentes

estimulantes y asi reducir el numero de muestras por analizar.
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Para este fin, se obtuvieron las CMN en gradientes de Percoll,
tanto de un sujeto sano, como de un paciente con lepra
tuberculoide, el cual si responde al antigeno de M. leprae .
Se llevé a cabo la induccidn de la produccidn del FEC-GM con
los diferentes estimulos, y se incub® a diferentes tiempos. Al
final de cada incubacidén, se colectaron los scbrenadantes y se
cuantificd el FEC~-GM por medio del ELISA comercial (Genzyme),
se realizaron duplicados para cada determinacidén, y se calculd

la media.

Como se observa en las tablas 1 y 2, existe "una
produccidn esponté&nea del FEC-GM por las CMN cultivadas en
medio solo, la cual fue ligeramente mayor en el paciente
tuberculoide en comparacién al sujeto sano. Por otro lado, el
antigeno de M. leprae, indujo un incrementc modesto en la
produccidn del FEC-GM por las CMN de ambos sujetos, en los
dias 3, 5 y 7. La PHA indujo una mayor produccidén del FEC-GM
al dia 5, mientras gue el LPS y la IL-1 beta fueron mnés
eficientes al dia 3. E1 LPS fue un potente inductor del FEC-GM
en el paciente tuberculoide estudiado, mientras que la IL-1
beta no tuvo ningln efecto. De acuerdo a estos datos y a los
reportados en la literatura (14), se determind que el LPS y la
IL~1r inducen una produccién mayor de FEC-GM al tercer dia, y

la PH2 y el Ag al quinto dia de estimulacion.



TABLA 1

PRODUCCION DEL FEC-GM(pg/ml) EN UN SUJETO SANG

TIEMPO DE INCUBACION
ESTIMULO 1 DIA 3 DIAS S DIAS 7 DIAS
Rg N loprae | —==-~ "PED (72) ] 848 (69 850 (73)
PHR 109 coy | 834 ¢36> ] 268 (BL) ==
LPS 100 ¢y {350 <172) H.D. ==
IL-1 beta 183 (32> | 285 (47> 211 (34 B
Conteol l 161 178 17? e

TABLA 2

PRODUCCION DEL FEC~GM (pg/ml> EN UN PACIENTE TUBERCULOIDE

TIEMPO DE INCUBACION
ESTIMULO t DIA 3 DIAS S DIAS 7 DIAS
fic &7 prae = 268 @B 267 «34) 279 (51)
PR 182 <O 247 4D 281 66 e
LPS 808 ¢707) | 1006¢775> | 800 (67T T
IL-1 beta 211 (10 218 (0) 223 (0> s
Control 201 230 223 ————

NHOIA! Los nGmeros en paréntesis corresponden a la groduccion
especifica del YEC-GHM,

Produccién Espeoifioa = Produccién total — Produccién Exponténea
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Antes de continuar el estudio con un nimero mayor de
individuos, se analizaron las siguientes condiciones:
a) preincubacidén de las CMN durante tres dias antes de la
adicién de los estimulos, y b) sin preincubacién de las CMN,
por lo que la adici®n de los estimulos se hizo el mismo dia en
que se obtenian las células. Este estudio se llevd a cabo, en
vista de gue los monocitos pueden tener una estimulacidn
espontanea transitoria debido a 1la adherencia al plastico
durante el cultivo, con la produccidn subsecuente de algunas
citocinas. Para poder determinar una probable diferencia entre
las dos condiciones, se realizd el experimento con 3 sujetos
sanos, 3 pacientes lepromatoses y 3 pacientes tuberculoides.
Se establecieron las dos condiciones: 1) Preincubacidn de 1las
CMN durante 3 dias y 2) Sin preincubacién de las CMN. Una vez
afladidos 1los diferentes estimulos, las CMN se incubaron
durante 3 dias para LPS e IL-1r y durante 5 dias para PHA y el
Ag. Los resultados obtenidos se muestran en las graficas 4,
5 MR Como se puede observar, no hubo una diferencia
significativa entre células preincubadas y sin preincubar para
los Qdiferentes estimulos. 81 bien existe una produccidn
espontanea del FEC-GM en los tres grupos de sujetos
estudiados, esta fué mayor en los pacientes lepromatosos, la
cual se incrementé ligeramente al llevarse a cabo la

preincubacidn de las CMN. El LPS y la IL-1 beta no indujeron
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PRODUCCION TOTAL DEL FEC-GM POR CMN

SIN PREINCUBAR (8P} Y PREINCUBADAS (P}

Conc. FEC-GM pg/ml

1760
15007
1286 ~ ik
1000 I S e e =y
ey y e .
gl SEE——— e 3
I \ - \ -
250 - W
o -
Control 3 D Lipopoiisacérido IL-1 beta
ESTIMULOS
XY sancs sp SANOS P LL SP
LL P TT SP Clrre
GRAFICA 4

una produccidén considerable del factor en ninguna de las
condicionesg estudiadas. La PHA fue un potente inductor de la
produccidon del FEC-GM por las CMN y se observa un aumento en
la produccién del factor cuando las CMN se preincubaron. En
Cuanto al Ag de M. leprae, fue un inductor moderado, sin

embargo se observd un ligerc aumento en la produccién del
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factor al preincubarse las CMN. En la Grafica 6 podemos
observar gue la progduccién especifica (total - espontéanea)
tiende a ser mayor cuando las células fueron preincubadas, en
comparacidén a las células sin preincubar en ambos grupos de
pacientes. En contraste, los individuos sanos no mostraron
incremento en la produccién especifica del factor después de
la preincubacidon. En base a los resultados decidimos llevar a
cabo la preincubacion de las células antes de afadir cualguier

agente estimulante.

IIXI) CUANTIFICACION DEL FEC-GM EN SUJETOS SANOS Y

PACIENTES CON LEPRA:

En base a los resultados hasta ahora obtenidos, se 1levd
a cabo la cuantificacidén del FEC~-GM en 10 sujetos sanos, 15
pacientes con lepra lepromatosa y 5 pacientes con lepra
tuberculoide. Las caracteristicas de 1los tres grupos se
muestran en las tablas 3, 4 y 5. Para determinar la produccién
del FEC-GM, se obtuvieron 1las CMN de cada individuo en
gradientes de Percoll, se preincubaron por 3 dias, y se
ahadieron los diferentes estimulos; las CMN se estimularocn
durante 3 dias con LPS e IL-1r, y durante 5 dias con PHA y el
Ag. Para cada tiempo de incubacidn se establecid un control de

CMN cultivadas en RPMI-1640, es decir, sin estimulo. Se



TABLA 3: SUJETOS SANOS

SUJETO |SEXO | EDAD |SUJETO |SEXO | EBDAD
1 F 27 P 5 o
2 F 26 7 F 35
3 F 23 s F 32
4 M 25 9 X 4

TABLA 4: pACIENTES LEPROMATOSOS

SUJETO |sExolEDAD TRATAMIENTO
y = 50 SULFONA, RIFAMPICINA
4 e 19 SULFONA, RIFAMPICINA
a M 45 SULFONA, RIFAMPICINA
4 M 50 SULFONA
p - a4 SULFONA
p P 48 SULFONA
7 5 52 SULFONA
H ¥ 48 SULFONA, RIFAMPICINA
s ’ 49 SULFONA
o - 69 SULFONA
T, M 45 SULFONA
id ol 71 SULFONA
5 r 53 SULFONA
id g 40 SULFONA
-, F 45 SULFONA

TABLA B: PACIENTES TUBERCULOIDES
SUJETO |SExo |EDAD TRATAMIENTO.

1 F 45 SULFONA, RIFAMPICINA

2 P 60 SULFONA, RIFAMPICINA

3 F 36 SULFOKA

4 M 85 PRIMERA CONSULTA

5 F 37 SULFONA

85



56

obtuvieron los sobrenadantes y se cuantificé el FEC-GM.

En las Graficas 7 y 8 se observa la produccién del FEC-GM
inducida con 1los diferentes estimulos para cada grupo de
sujetos, en las cuales se graficd la media de los resultados
obtenidos, tanto de la produccidén total del factor (Grafica
7), como de la produccidn especifica (Grafica 8). Los
resultadeos mostraron una produccidn esponténea del FEC-GM por
las CMN incubadas durante 3 dias (posteriores a los tres dias
de preincubacién), en los individuos sanos (155 + 222 pg/ml),
pacientes LL (286 + 343 pg/ml), y pacilentes TT (336 + 394
pg/ml). No se observd un cambio apreciable en la produccidn
espontdnea del factor, entre células cultivadas por 3 © 5 dias
adicionales a los 3 dias de preincubacién. E1 LPS y la IL-1 al
parecer no son inductores del FEC-GM, ya que la produccidn
especifica del factor inducida por estos estimulos, fue muy
baja (Grafica 8). E1l Ag mostrd® ser un inductor débil de la
produccién del FEC-GM por las CMN de los tres grupos de
sujetos estudiados, ya que la produccién espcifica del factor
fue de 107 + 153 pg/ml en los sujetos sanos, 68 + 129 pyg/ml en
los pacientes lepromatosos, y 80 + 92 pg/ml en los pacientes
tuberculoides. La PHA fue el inductor mas potente en la
produccidén del FEC-GM por las CMN de los tres grupos de

sujetos. La produccidén especifica del factor (Grafica 8)
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inducida con este estimulo, fue de 873 + 538 pg/ml en sujetos
sanos, 427 + 492 pg/ml en pacientes lepromatosos, y 551 + 307
Pg/ml en pacientes tuberculoides. Al analizar los datos por la
T de Student, no se encontraron diferencias significativas
debido a que hubo una gran variabilidad en la produccidn del
FEC-GM entre los diferentes individuos. Por esta razdén, se
decidié analizar los resultados obtenidos empleando el método
estadistico factorial. Este método ayuda a disminulr la
variacién gue existe entre los diferentes individuos, y por lo
tanto el error esté&ndar se disminuye. Al emplear este método
se cobtuveo un error estandar de 240 pg/ml, lo cual indica el
error de todo el experimento. Posteriormente se utilizd la T
de Student para determinar si existe diferencia significativa
entre los grupos de sujetos, empleando los datos obtenidos por

el método estadistico factorial.

Al comparar la produccién total del FEC-GM por las CMN
estimuladas con PHA, se observt una diferencia significativa
(p<0.01) entre pacientes LL y sujetos sanos, pero no entre
pacientes TT y sanos, ni entre pacientes LL y TT. La
produccidon espontanea tiende a ser mayor en los pacientes (TT
o LL), al compararlos con los sujetos sanos; sin embargo,
estadisticamente no es significativa. Por otro lado, hubo una

diferencia significativa en la produccidn especifica del FEC-
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GM, inducida con PHA, al comparar sanoS con pacientes LL
(p<0.01) y sanos con pacientes TT (p=0.05), pero no existieron
diferencias con otros estimulos. En contraste, no hubo
diferencia significativa entre pacientes LL y TT con ninguno

de los estimulos.

IV) CINETICA DE PRODUCCION DEL FEC-GM:

Debido a gue se observé una gran variabilidad en la
produccidon del FEC-GM entre 1los diferentes individuos, se
decidid estudiar la cinética de produccidén del factor en un
mayor numero de individuos, para determinar si los tiempos
elegidos eran realmente los adecuados. Se obtuvieron las CMN
de 6 sujetos sanos, 6 pacientes con lepra lepromatosa y 2
pacientes con lepra tuberculoide, se preincubaron 3 dias y
posteriormente se llevé a cabo la adicidén de los diferentes
estimulos, midiéndose la concentracién del FEC-GM al 19, 39 y
52 dia de cultivoe. Como puede observarse en las Graficas
individuales (ver Graficas 9, 10 y 11), cada sujeto estudiado
mostrd una cinética de produccidén diferente. Adem&s, las CMN
de 2 sujetos sanos, 2 pacientes con lepra lepromatosa y 1
paciente con lepra tuberculoide, no produjeron FEC-GM con

ninguno de los estimulos probados (resultados no mostrados).
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IV) ESTUDIO DOSIS-RESPUESTA PARA LPS E IL-1r:

Debido a gque el LPS y la IL-1 no indujeron una produccién
elevada del FEC-GM, se decidid también hacer un estudio de
désis~-respuesta a diferentes tiempos, a fin de comprobar si la
désis del LIPS y la IL-1lr utilizada fue la adecuada. Se
obtuvieron las CMN de dos sujetos sanos y un paciente con

lepra lepromatosa, se preincubaron per 3 dias y posteriomente
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se llevdo a cabo la induccién del .FEC—~GM, probando diferentes
désis de LPS (0.1 ug/ml, 1.0 ug/ml y 10 ug/ml), y de IL-1r (50
pg/ml, 500 pg/ml y 5,0C0 pg/ml). Para ambos estimulos se
incubaron 1, 3 y 5 dias, y se establecidé un control (medio de
cultivo solc) para cada tiempe de incubacién. Como puede
observarse en las Gréaficas 12, 13 y 14, no se encontrd una
doésis o6ptima para LPS ni para IL-1lr, ya gue se obtuvieron

resultados diferentes con cada individuo estudiado.
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V) ESTUDIO DE LA PRODUCCION DEL FEC-GM EN UN SOLO

INDIVIDUO:

Debido a que los resultados hasta ahora obtenidos
mostraron una gran variabilidad en la produccidn del factor
entre los diferentes individuos, se decididé llevar a cabo un
estudio para determinar si también existia diferencia

intraindividuo. Se obtuvieron las CMN de una misma persona en
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diferentes dias, Y se 1llevd a cabo la induccién del FEC-GM con
los diferentes estimulos. Se colectaron los sobrenadantes al
final del tiempo de incubacién, y se cuantificé el FEC-GM por
el método de ELISA de fuente comercial. Como puede observarse
en la Grafica 15, existe una variabilidad intraindividue en 1la

produccidn del FEC-GM, ya que en las diferentes fechas en las

gue se indujo la produccién del factor, se obtienen resultados

diferentes.



DISCUSION:

Como pudimos demostrar, el ELISA experimetal detectd el
FEC-GMr de Genzyme hasta 32 pg/ml; y ademas, que el FEC-GMr
(Behrinwerke) tenia una concentracidn aproximadamente 100
veces menor a la indicada. Por lo tanto, esto sugiere la
posibilidad de gue el FEC-GMr de Behringwerke estuviera
degradado © no tuviera la concentracidén indicada. Antes de
decidir utilizar el equipo de ELISA conercial, para la
cuantificacién del FEC-GM, se pensaba llevar a cabo el estudio
de la cinética de produccidén del Factor para cada uno de los
individuos que se estudiara, ya que en la literatura no
existen reportes claros a cerca de la cinética de produccién
del FEC-GM por células mononucleares de sangre periférica;
sin embargo, debido al costo del equipo comercial fue
necesario reducir el nimero de sobrenadantes en los cuales
teniamos que cuantificar el Factor, por esta razén se planted
el objetivo intermedio de conocer el tiempo O6ptime de
produccidén del FEC-GM para cada uno de los estimulos a
estudiar, pero sblo se trabajé con un sujeto sano y un

paciente con lepra tuberculoide.

Al llevar a cabo este estudio se encontrd que el FEC-GM

se sintetizo en mayor cantidad al incubarse las CMN durante 3
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dias con LPS e IL-1r, y durante 5 dias con PHA. La produccién
del FEC-GM inducida con el antigeno de M. leprae no sufrid una
variacibdn en los tiempos de incubacidn estudiados (Tablas 1 y
2). Erich Platzer y cols. (15), reportaron que la produccidn
maxima del FEC-GM ocurre al 52 dia cuando las CMN son
estimualadas con el anticuerpo monoclonal OKTﬁ. EN base a este
estudio, se decidid incubar durante 5 dias a las CMN con el
antigenoc sonicade de M. leprae, para la induccidén de la

produccién del FEC-GM.

Como se menciond anteriormente, se decidid llevar a cabo
el estudio mediante la preincubacién de las CMN, ya que nos
apoyamos en los trabajos sobre IL-1 realizados por el Dr.
Unanue {comunicacién personal), en los cuales se menciona, gue
las CMN sufren una estimulacién inespecifica debido a su
manipulacién al obtenerse, y por su adhesidén al plastico en
las microplacas de cultivo. Al preincubarse las CMN durante
tres dias, se elimina esta estimulacién inespecifica.‘ Al
finalizar la preincubacién y activar a las CMN con los
estimulos a probar, la produccidn de la citocina en estudio
es, tedricamente, el resultado del estimulo especifico. Estos
mismo resultados han sido observados por el Dr. Otoniel
Martinez-Maza (70) en estudios hechos con IL-6. Nuestros

resultados indicaron que la preincubacién de las células no
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elimina la liberacidon espontdnea del FEC-GM, sino gue su
produccidén en algunos individuos fue incluso mayor gue cuando
las células no fueron preincubadas. Es posible dque la
regulacidn de la produccibn del FEC-GM sea distinta a la de la
IL-1 e IL-6, o bién, gue exista una produccidn constitutiva
del FEC-GM. Ciertamente, en experimentos posteriores se
observdé que la produccidn espontdnea del FEC-GM por CHMN

persiste hasta el 82 dia de cultivo (Gr&ficas 9A, 10A y 10B).

Al analizar los resultados obtenidos en cuanto a la
produccidn del FEC-GM por CMN preincubadas durante 23 dias, y
CMN sin preincubar, se observé una gran variabilidad en la
produccidn del factor en los diferentes individuos estudiados;
razdn por la cual no se encontrd una diferencia significativa.
Sin embargo, estadisticamente no es valido decir que no existe
una diferencia significativa, precisamente por esta gran
variabilidad entre los diferentes individuos, y ademas porgque
el nimero de sujetos estudiados fue muy pequefic (n=3); sin
embargo, decidimos 1llevar a cabo la preincubacién de las
células ya gque observamos una produccién total del FEC-GM un
poco mayor en comparacidén con la obtenida por las células sin
preincubar; ademds, en los pacientes la produccidn especifica

fue mayor cuando se preincubaron las células.
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Al cuantificar el FEC-GM producido por las CMN de un
mayor nimero de sujetos sanos Y de pacientes, volvimos a
confirmar la gran variabilidad gue existe en la produccién del
factor entre 1los diferentes individuos. Esta misma
variabilidad fue observada por otros investigadores: en el
estudio de Mcore Yy <cols. (16) puede observarse una
variabilidad en 1la produccién del factor por células
adherentes y linfocitos T humancos, estimulados in vitro con el
anticuerpo monoclonal CKT3; y en el estudio de Takematsu y
Tagami (71) se observaron niveles variables de FEC-GM en

lesiones psoridticas.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo,
indicaron que la produccidon del FEC-GM no esta alterada en los
pacientes con lepra. De esta manera, se demostrd gue la
hipétesis planteada no se cumple; sin embargo, falta demostrar
si la respuesta de las células del sistema inmune a este
factor es adecuada en los pacientes con lepra lepromatosa. Por
otro lado, es posible gque la produccidén de esta citocina se
encuentre alterada en las lesiones de piel de losg pacientes
con lepra, mientras gue su produccidtn en el compartimento
sanguineo no sea anormal. Al respecto, Modlin y cols. (72-74)
estudiaron la produccidén de ciertas citocinas por células de

las lesiones de pacientes con lepra, mediante la técnica de
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Reaccidbn en Cadena de la Polimerasa (PCR). Estos estudios
mostraron la presencia de ARN mensajero de c¢itocinas
producidas principalmente por macréfagos, tales como la

Interleucina-1 beta (IL-1 beta), el Factor de Necrosis Tumoral

(INF-alfa), el Factor Estimulador de Colonias de Ganulocitos

vy  Macréfagos  (FEC-GM), el Factor de Crecimiento ¥y

Tansformacién (FCT- beta 1) y la IL-6), en las lesiones de
piel de los pacientes con lepra tubefculoide, Y €en mayor
cantidad que en los granulomas de los pacientes lepromatosos.
Por otro lado, las linfocinas producidas principalmente por la
subpoblacién celular denominada TH1, (IL-2, IFN-gamma Yy
linfotoxina), son abundantes en las lesiones de pacientes con
lepra tuberculoide, y virtualmente ausentes en las lesiones
lepromatosas. En contraste, el ARN mensajero de las linfocinas
producidas prinqipalmente por la subpoblacidén celular
denominada TH2 (IL-4 e IL-10), parece ser mas abundante en
lesiones lepromatosas que en las tuberculoides. En el presente
estudio, no se encontrd una disminuciédn en la produccidn del
FEC-GM por las CMN de sangre periférica de los pacientes con
lepra lepromatosa. S5in embargo, Modlin y cols. (72-74)
encontraron una produccién disminuida del factor en las
lesiones LL. Esto demuestra que quizas es muy importante el
sitio en el gue se estudie la produccidn de esta citocina, ya

gque el escenario celular es diferentes en la sangre que en las
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lesiones (58). Esto puede expliéar la diferencia entre el
estudio de Modlin y cols., y el nuestro, ademas que es posible
que los macrdfagos infectados en las lesiones de los pacientes

sean incapaces de producir de manera adecuada el FEC-GM.

Otra observacién importante de los resultados, fue gue la
produccidn espontédnea del FEC-GM en el compartimento sanguineo
tiende a estar elevada en los pacientes con lepra, mientras
gue la inducida por PHA estd disminuida en los pacientes en
comparacidn con los sujetos sanos. Este fendmeno ya habia sido
descrito anteriormente para la IL-1 por la Dra. BArce
(Documento en proceso ge publicacidn), en el cual describe que
la produccidén espontdnea de la IL~1 se encuentra elevada en
los pacientes con lepra, principalmente en los pacientes con
lepra lepromatosa, y que por esta razdén, al activarse 1las
células con LPS, o alglin otro estimulante o mitégeno, 1la
produccidén de la IL-1 es menor en estos pacientes. Si se toma
en cuenta que la lepra es una enfermedad crodénica con varios
anos de evolucidén, es posible que el sistema inmune de 1os
pacientes ha estado activado durante mucho tiempo, y gue por

.

lo tanto exista una sobreestimulacién in vivo de las células

de dicho sistema y ya nho puedan producir mas Factor al

anadirles un estimulo in vitro.
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Algunas evidencias indican, que las células endoteliales

Y los queratinocitos son capaces de producir FEC-GM de una
manera constitutiva o espontanea, mientras gue los linfocitos
reguieren de activacidn para producirle (7,9,21). En contraste
a estos reportes, nuestros resultados mostrarcon gue el FEC-CGM
fue producido por las CMN de manera espontédnea, es decir, sin
la estimulacidn por algin agente. Haworth y cols. (75),
también encontraron una produccidn esponténea del FEC-GM por
las células sinoviales de paclentes con artritis reumatoide,
al igual gue Peschile y cols. (12), en un estudio con
astrocitos humancos. Quizas, la deteccidén de la presencia o
ausencia del FEC-GM en el sobrenadante de células no
estimuladas, pueda explicarse en base al empleo de técnicas
con diferente sensibilidad, gue cada autor haya utilizado.
Otro dato importante en relacidén a nuestros resultados, es gue
también se observa una gran variabilidad en la produccidén del
factor, por las células de los diferentes individuos

estudiados en el trabajo de C. Haworth y cols. (75).

Debido a gue se observd una gran variabilidad en la
produccidén del FEC-GM, en el tiempo o6ptimo de incubacidn
predeterminado (3 y 5 dias), entre los diferentes individuos,
se decidié estudiar su cinética de produccidn en un mayor

namero de sujetos, para poder determinar si esta variabilidad
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era debida a los tiempos de incubacidén elegidos para cada
estimulo, o si era inherente a cada sujeto, e independiente
del tiempo de incubacién. De nuevo sé encontrd que cada
individuo presenta una cinética de produccidén diferente, lo-
cual sugiere, que dicha variabilidad es dependiente de cada
individuo y que es dificil establecer un tiémpo éptimo de

produccidén del Factor.

Un dato muy importante que debe tomarse en cuenta es gue
la poblacidén de CMN es muy heterogénea, en la cual se puede
encontrar, ademas de las células polimorfonucleares,
" linfocitos T CD4%, linfocitos T CD8%, linfocitos B, monocitos
y células NK, en diferentes proporciones, por lo que guizas
esto pudiera influir en la gran variabilidad que existe entre

los diferentes individuos.

Por otro lado, para encontrar una explicacién al por qué
de la baja produccién del factor, inducida con LPS e Il-1, se
llevd a cabo el estudio mediante el empleo de placas de
cultivo diferentes, para gque se pudiera establecer si se
requiere un mayor contacto celular. Las células fueron
cultivadas en placas con fondo en "U", y se efectud la
cinética de produccién del FEC-GM, los resultados se

compararon con los obtenidos en las placas de cultivo de fondo
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plano. En 1los tres experimentos realizados no se detectéd
produccién del FEC-GM con ninguno de los estimulos utilizados
con ambas placas de cultivo. Debido a estos resultados, no se
puede confirmar la necesidad de un contacto celular para la
produccidén del FEC-GM, sin embargo, al no encontrar
diferencias es muy probable gue no sea este un factor que

determine su produccién.

La ausencia de produccidén del FEC-GM en algunos sujetos
puede deberse a diversos factores: 1) al estade inmune en el
gque se encuentren al momento de obtenerse las CMN; 2) a la
presencia de algin inhbidor del gene que codifica para el FEC-
GM (8,9); 3) a la produccién de citocinas gue sean capaces de
suprimir la produccién del FEC-GM, como podria ser el caso de
la IL-4 6 1la IL-10 (76-78); o bién, 4) a que el FEC-GM regule
su misma produccidn. Este efecto autdcrine ya ha sido
reportado para otras citocinas, entre estas la 1IL-6 (36), asi

como el TNF-alfa y el FCT-beta (37).

Debido a gque el LIPS y la IL-1r no indujeron una
produccidn elevada del FEC-CGM como era de esperarse, se
decidid hacer un estudio doésis-respuesta, para confirmar si la
ddsis erpleada de IL-1r y LPS fue la adecuada. Los resultados

obtenidos mostraron, que la dbésis Sptima de cada estimulo y el



78
tiempo de incubacién fue diferente para cada individuo, No se
puede afirmar que las diferentes désis de LIPS e IL-1ir
utilizadas no sean odptimas, ya que es posible ¢que el FEC-GM
sea sintetizado y no se libere al nmedio de cultivo; o bién,
gque sea secretado al medic pero las mismas células lo
utilicen, ya que se ha reportado recientemente que el FEC-GM
estimula la expresidn de su receptor (79). Otro factor gue
debe considerarse, es gue el LPS induce la produccidn de I1L-
10, yv la IL-10 a su vez inhibe la produccién del FEC-GM (78),
por esta razdén, gquizds el FEC-GM no se produjo en doésis
elevadas al utilizarse LPS.

En un trabajo reciente (80), 1llevado &a cabo con
monocitos/macréfagos derivados de sangre periférica,
infectados con el virus de inmunodeficiencia humana Tipo 1
(HIV-1), se estudid la produccidn de citocinas, entre éstas el
FEC-GM. En este trabajo, no se observé una produccién elevada
del FEC-GM, cuando se estimularon las células con LPS, pero si

con una combinacién de LPS e IFN-gamma.

FEs importante tener en cuenta, que en las CMN existe un
porcentaje relativamente bajo de monocitos (aproximadamente
una relacién 1:3 de monocitos:linfocitos), y como el LPS actia
principalmente sobre monoccitos, guizas la produccidn baja del

FEC-GM esté relacionada con el nimero bajo de monocitos en las
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CMN. Es posible gue la produccidén de FEC-GM inducida por PHA
sea alta en la CMN, en vista de gue la estimulacidén con PHA
resulta en un mayor nimero de células T en el cultivo debido
a su efecto proliferativo, y esteo resulta en una mayor
produccién de FEC-GM; mientras gue la IL-1 no induce
directamente la proliferacién de células y su efécto>.es
principalmente sobre monocitos y células T. Es probable due la
baja produccién del FEC~GM inducida con IL-1 pueda asociarse
también a un ntGmero bajo de células y no a una estimulacidn

inhadecuada.

Debide a la gran variabilida en cuanto a la produccién
del Factor, también se decidid determinar si esta variabilidad
podria presentarse dentro de un mismo individuo. Al efectuarse
el estudio de la produccién del FEC~GM en un mismo individuo,
de nuevo, se observd una gran variabilidad en su produccidn,
es decir, gque en cada fecha en dque se determind, los
resultados fueron distintos. Estos resultados sugleren que la
produccién del FEC~GM depende del estado inmunolégico del
sujeto en el momento en gue se toma la muestra de sangre para
obtener las CMN, ya gue en algunas ocasjones es elevada, y en
otras es muy baja o no se produce. Esto muestra gque las
citocinas, en este caso el FEC-GM, son moléculas puy variables

en cuanto a su concentracién en un organismo, ya gue su



80
produccidén estd regulada por un gran nomerc de mecanismos, los
cuales dependen en gran parte del estado inmune del organismo
en cuestidén. Por esta razdén, no es posible gue se establezcan

valores normales de produccidn para citocinas.,

Los datos gue existen hasta el momento sobre el FEC-GM en
relacidn con lepra, son muy pocos para poder explicar su papel
en la inmunopatogenia de esta enfermedad. Consideramos que es
importante continuar con el estudio, ya gque esta citocina,
como ya se ha demostrado, tiene efectos muy importantes sobre
las funciones de los macrofagos y estas cé&lulas son de mucha
importancia en la infeccién con el patdgeno intracelular

Mycobacterium leprae, el cual invade a dichas células sin que

se logre su destruccidn.

AGn gueda mucho por entender a cerca de la lepra, pero
hasta ahora todo parece indicar que el defecto inmunoclégico en
los pacientes con lepra lepromatosa no se debe a una
deficiencia en la produccion de citocinas, por lo gue conviene
analizar todos los resultados que se tienen hasta el momento
en los diferentes estudios inmunoldgicos acerca de dicha
enfermedad, y quizé&s tomar un nueve camino para las futuras

investigaciones.
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Recientemente se ha publicado un trabajo en el cual se
menciona el posible papel de las linfocinas producidas por 1la
subpoblacién celular denominada TH1, en el desarrcllo de

inmunidad protectora hacia Mycobacterium leprae (81). Quizis

el estudio de 1la funcién de las subpoblaciones celulares

denominadas TH1 y TH2, asi como la produccidn de citocinas por

estas células, abra nuevas posibilidades para comprender la

inmunopatogenia de esta enfermedad (82) .



CONCLUSIONES:

Al hacer un anélisis de los resultados obtenidos en esta

investigacidén, podemos concluir lo siguiente:

1) Al parecer, no existe diferencia significativa en la
produccién espontanea del FEC~GM, entre sujetos sanos y
pacientes con lepra.

2) DNuestros resultados no mostraron una diferencia
significativa en la produccidén del FEC-GM, inducida con LPS,
IL-1r y Ag de M. leprae, entre sujetos sanos y paclentes con
lepra.

3) Los resultados indicaron una disminucién
estadisticamente significativa (p<0.01), en la produccién
total del FEC-GM inducida con PHA, en los pacientes con lepra
lepromatosa, en comparacion a los sujetos sanos.

4y Se observbé una diferencia significativa en 1la
produccién especifica del FEC-GM, inducida con PHA, al
comparar a los pacientes con lepra lepromatosa (bg0.0l) y a
los pacientes con lepra tuberculoide (p=0.05), con los sujetos
sanos.

) No se observé diferencia significativa en. la
produccidén del FEC-GM, tanto espontanea, como inducida, entre

lepromatosos y tuberculoides.

82
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6) La cinética de prodﬁccién del FEC-CM, fue diferente
para cada individuc estudiado.

7) No se encentrd una désis éptima de LPS e IL-1r para la
induccidn del FEC-GM, ya gue para cada individuo estudiado se
obtuvieron resultados diferentes.

8) Se observo una gran variabilidad en la produccidn del
FEC~-GM intraindividuo, ya gue al realizar la cinética de
produccién del Factor por las CMN de un mismo individuo,
obtenidas en diferentes fechas, se obtuvieron resultados
diferentes.

9) Al probar placas de cultivo de fonfo plano o de fondo
en "U", se obtuvieron los mismos resultados.

10) En base a estos resultados concluimos gue nuestra
hipbétesis no se cumple, ya que el FEC-GM no se encontré
disninuido en los paclentes con lepra lepromatosa, en
comparacidén a los pacientes con lepra tuberculoide y sujetos
sanos.

11) Atn falta demostrar si la respuesta de las células
del sistema inmune a este Factor, se encuentra alterada en los
pacientes con lepra lepromatosa, y por esta razdn los
macrbfagos de estos pacientes son incapaces de destruir al

bacilo.
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REFLEXION:

El ideal de los investigadores en el campo de la salud,
es hacer algo por remediar el dafic gque causa cualquier
enfermedad a una persona, Yy guizdas muchas veces al no
conseguirlo, nos sentimos frustrados.

Muchas veces, aungue el ideal sea remediar el dolor de
las personas, nos volvemos insensibles, y nos olvidamos gue
podemos ayudar a los enfermos de otra manera... En el caso de
los pacientes con lepra:

* Podemos ayudar a dar informacién sobre la enfermedad,
para que toda la gente la conozca y sepa la manera en gue se
transmite y las medidas que se deben tomar.

* Se puede ensenar el verdadero nombre de la enfermedad,
y ayudar a guitar la impresidén gue se tiene sobre las personas
gue la padecen, ya gue no es " Ni castigo divino, ni mal
hereditario".

* Debemos vigilar para gque se lleve a cabo el programa de
la OMS y la SSA, el cual incluye la terapia gratuita, el
reporte de nuevos casos, y la vigilancia de los casos ya
registrados.

Todo esto lograra la incorporacidn a la sociedad, de las
personas que padecen esta enfermedad, y de este modo podremos
aliviar un poco su dolor, aungue con huestra investigacidn atn
no le logremos, pero sin perder las esperanzas de gue algun
dia podremos hacer algo para evitar gue una enfermedad como la
lepra, atague a las personas.



RESUMEN:

El FEC-GM estimula las funciones del metabolismo
oxidativo, asi como la capacidad bactericida de monocitos
maduros, perc su papel en los mecanismos inmunes contra la
lepra, aun no se conoce. En el presente trabajo se estudid la
produccidén del FEC-GM, por las cé&lulas mononucleares (CMN) de
sangre periférica de sujetos sanos y pacientes con lepra. Las
CMN fueron cultivadas en medio (control), antigeno sonicado de

Mycobacterium leprae, fitohemaglutinina (PBAY,

lipopolisacarido (LPS) o Interleucina-1 beta (IL-1). El FEC-GM
fue cuantificado en 1los sobrenadanates del cultiveo por un
ELISA (CGenzyme). Se compararon los resultados obtenidos con
CMN sin preincubkar y CMN preincubadas, y no se encontraron
diferencias en los cultivos estimulados durante 3 dias con LPS
e IL-1, y durante 5 dias con PHA y el Ag. Se encontré una gran
variabilidad entre los diferentes individucs estudiados, y ain
en un mismo sujeto estudiado en diferentes dias. Algunos
individuos no respondieron a LPS, IL-1 o el Ag. Los pacientes
con lepra lepromatosa (n=15) mostraron una disminucidn
significativa (p<0.01), en la produccidn especifica del FEC-GM
inducida con PHA, asi wmismo los pacientes c¢on lepra
tuberculoide (n=5), mostraron una disminucidén (p=0.05), cuando

se compararon a los sujetos sanos (n=10). La produccidn
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espontanea del Factor, tiende a estar elevada en los pacientes
en comparacidén a 1os sujetos sanos, si bién este aumento no es
significativo. No se observaron diferencias en la produccién
del FEC-GM, inducida con los diferentes estimulantes, entre
los pacientes lepronmatoscs y 1los tuberculoides. Con estos
resultados concluimos que nuestra hipdtesis no se cumple, ya
gue los pacientes lepromatosos ne muestran una disminucién el
la produccién del FEC-GM en comparaciédn a los pacientes
tuberculoides. Sin embargo en trabajos recientes, se demuestra
una disminucién de este factor en las lesiones de los
pacientes con lepra lepromatosa en comparacién a las lesiones
de los pacientes con lepra tuberculoide. Esto demuestra gque el
sitio en el gue se determine la produccidn del factor, es de
mucha importancia. AGn falta mucho por aclarar en cuanto al
papel del FEC-GM en la inmunopatogenia de la iepra, por lo gue

conviene continuar con el estudio.
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