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RESUMEN

9 planted la hipotesis de que parte de la inmuno-
patogenia de la lepra lepromatosa s¢ debe a una produccidn
deficiente de [1-1. Para compraobarla se llevé a cabo el
ostudia de la produccidn de [1-1 por macrdfagos estimulados
con LPS de pacientes con lepra lepromatosa y tuberculglde,
asi como de sujetos sanos. Los resultados obtenidos reve-
l4ron que la cantidad de [1-1 Total ( I11-1 intracelular +
[l-1 extracelular), es [gual en los tres grupos de estudio.
Sin vmbargo la t1-1 liberada en forma espontanea es mayor en
loas pacienters lepromamtosos, por 1o que al obtener la can-
tidad dae 1la [1-1 1inducldsa <(restando I|a espontdneal), eésta
puarece estar disminuida. Probablemente ésta es la razdn por
la cual otros autores han sugerido una deficisncia de [1-1

en esta enfermedad y otras infecciones.

La hipotesis fué rechazada en cuanto a la demostracidn
del defecto sn los macrdfagas de los pacientes lepromatosos
para producir [1-1,. Alternativamente se prosiguld a es-
tudiar la causa de la liberacidn espontanea (secrecidn) de
[l1-1 por los macrdfagos de esigs paclentes. Se estudid la
posibilidad de que Hi, Jeprag fuera inductora de I1-1. Para
comprobarlo se obtuvieron bacllos de M, leprag de |epromas

de paclentes, H. tybprculosis aislado de un paciente con

tuberculosis pPuimonar y la cepa avirulenta H37 Ra de
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H. tubsrculosjis como referencia de una bacteria no patdgena.

Los resultados muesiran que |as tres cepas Iinducen la
produccion de 1I1-1, presentando diferencias en las ddsis
Optimas de estimulo, M. tubsrculopiy (virulento y avirulen-
to) o8 mejor {nductor de [1-1 con 10 y S0 bacillos, ya Que a
100 bacteria por macrdfago declina su efecto sestimulantae,
mientras que con . leprag, muestra un efecto de dosis
respuesta, A mayor nGamero de bacilogs mayor produccidn de
il-1, I{ndependientemente de g1 los macréfagos son de pa-

cientes o0 de sujetos sanor.

Estos resultados sugleren que |a secrecion de 1[1-1
espontanea por los macrifagos de los paclientes ]epromatosaos,
estid relaclonada con el ndmerec de bacilos de M. lepras. Lla
produccidén de Il1-1 con los productos de sonlcacldn de las
tres cepas de micobacterias, se mantiene sélo con M. leprae,
1o que se correlsciona aGn mas <cOn la presencia de un ctoa-
ponente presente en esta especlie bacteriana, Con las cepas
de M. tubercuylosis disminuye el efecto Inductor. Al estudiar
la activaciéin de los macrdfagos por al glicolipido fendlico
(GLP-1) camponente exclusivo de M, lepras y de lipoarabing-
wmanana (LAM), componente compartido con H. tuberculosis, se
observa que ambas moléculas son ifnductoras de []/-1, tanto en
pacrdfagons de paclentes lepromatosos, como en macrdfagas de

gujetos sanos, La cantidad de 1l-1 es ligeramente wayor con
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GLP-1 que con LAM a concentracitn de 10 ugr . LAM no varia
su efecto inductor a édsta Gitima concentracidn. Finalimente
la produccidén de [1-1 <con 1,10 S50 y 100 ugr de GLP-1 en
macrdfagos de pacientes lepromatosos y de sujetos sanos,
muestra una respuesta proporcional entre la cantidad de [1-1

que 56 produce con la désis estimulante,.

Con estos resultados sa demuestra que la liberacidn
espontanea de il-1 por los macrdfagos de los pacientes con
lepra lepromatosa, esta relacionada con la presencia de laos
bacilos de M. leprae y especificamente con su cooponents

glicolipide fendlico 1 (GLP-1).

For lo tanto se propone lo siguiente: Si Ia [nter-
leucina 1, ademéis de estimular la proliferacidn de linfoci-
tos tiene otra actividadesg bicldgicas como, la de producir
fiebre, activar la proliferacidn de fibroblastos, activar la
produccién de caquectina, coldgena, colagenasa, prostaglan-
dinas ete, la Interieycina 1 secretada en forma aparante-
mente espontanea en gstos pacientes, puede explicar parte de
la inwounopatogenia de la enfermedad lepromatosa a través de

sus efectos sobre las otras células blanco del organlsma.



INTRODUCCTON

Los mecanismeos de resistencia natural a la infeccitn en
el hombre, incluyen barreras de tipo anatomico, factores
bigauimicos y elementos celulares fagociticos polimorfo-
nucleares ¥y mononucleares. El hambre y diferentes especies
snimales, son susceptibles a infeccliones por ciertos micro-
organismos., La susceptibilidad depende de los requerimientos
nutricionales ¥ ecoldgicos del parésito, ¥y del buenm fun-

clonamientg de estas mecanismos de resistencia natural.

Las infecciones por microorganismos intracelulares

tienen predileccidn por los macréfagos donde pueden multiy-

plicarse . Los primeros estudios que demostraran la par-
ticipacidn directa de las c¢é€lulas monenucleares en este
tipo de infecciones fueron los hechos por Suter en 19852
¢ 1 ) con bacilos de M. tuberculosis. Este investigador

postuld diferentes mecanismos de sobrevivencia de los gérme-
nesg intracelulares, que son por un lado los componentes
superficiales del| parasito, y paor otrao, facteres que inhiben
el metabolismo de la c¢é&lula parasitada. Mackaness ( 2 )
encontrd en un modelg experimental en ratas que la resisten-
cia a [{sterias, brucelas y wmicobacterias, se¢ debe a los
macrdfagos, los cuales destruyen a estas bacterias intrace-
lulares facultativas, Ademds que la infeccidn previa en

estas ratas con M. tuberculosis, las hacian wmas resistentes
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a infecciones posteriores. Dannenberg 3 ) observd que los
macrdfagos de ratones previamente vacunados con BCG tenian

mayor capacidad microbicida contra L. sonocitdgenes ¥

S. tiphymurium. También postuld que los macrédfagos p yden

sctivarse o morir en una 1esidn infecclosa activa, y que
esta activacidn o muerte depende de! numero de microorganis-

mos infectantes y del estadc previa de activacidn de los

macrifagos. Hibss en (973 ( 4 ) demostrd que macrdfagos
activados in vitro con lipopolisacaridos (LPS), BCG y toxo-
plasmas, tambié&n incrementaban su capacidad citotédxica

contra fibroblastos tumorales y su actividad microbicida

para toxoplasmas.

La activacion de los macridfagos posterior a una infec-
cidn experimenta! con bacterlas patdgenas o BCG se debe s
loe productos derivados de los linfocitos T, |lamados en
forma genérics Linfocinas. Esta relacidn entre los linfoci-
tos y los macdfagos fue observada desde 1969 por Mackaness
¢ 5 J) y Fowles ( 6 Y.Posteriarmente Nathan en (973 (¢ 7 )
caracterizd las fracciones que contenian los factares ac-
tivadogres de ios macrdfagos |lamados Factor de inhibicidn de
la migracidn de wmacréfagos (MIF) y Factor activador de

macrdafagaos (MAF).,

Pearson ( &8 ), Hammond ¢ 9 ) y Whal ( 10 ) encontraraon

que el macréfage activada incorpora 17 veces mas glucosa-
s



En la actualidad s¢ le ha dado mas importancia al
macréfago en cuanto a su funcidn inductora de la innunidad
adguirida,. Friedman ¥ colaboradores ( 13 } en 1863 pucli-
caran por primera vez que las celulas mononucleates vz 13
sangre perifeérica o sus extractos eran importantes para la
inducecidn de la respuesta inmune. En 1396G4 Adier y colabo-
radores ( 14 ) publicaron que extractos de RNA mensajerg de
los wacrdfages eran las moléculas que en contacto con los
antigenos participaban en el mecanismo de aparicidn de los
anticuerpos. Posteriormente Mosier ( 15 ) aportd evidencias
de la participacidn directa de las ceéelulas adherentes en
dicho mecanismo y <que al parecer se requeria del contacto
célula-célula para una estimulacion adecuada. Al inicio de
las 70s se pgstuld que se requeria del macréfago para que
éste fagocitara, digiriera y presentara los antigenos a los
linfocitas y que alguna sefal entre &l contacto de las das
c€lulas debia provocar la proliferacidn de la célula estimu-
lJada. En 1972 Gery, Gershon y Waskman ( 16 ) publicaron gue
los macrdfagos estimulados in vitro con LPS o con fitohemo-
aglutinina (PHA) producian una protefina que posela la ¢carac-
toristica de potenciar la proliferacidn de los linfocites T
y de timocitos de ratdn estimulados con mitdgenos, a la que
denominaron Factor activador de los [infocitos (LAF)., Esta
molécula fué repartada también posteriormente por Unanue vy

Kigly ¢ 17 ) 3 la cual denominaron Proteina mitogénica (MP)
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¥ que poseia las mismas caracteristicas del LAF. Blyden vy
Handschumacher estimulando con LPS a leucocitos ¥y monocitos
humanos obtenidos de sangre periférica, caracterizaron este
factar parcl{aimente como glicogroteinas de dos rangos de
peso moclecular, entre 50,000 y 13,000 daltons ( 18 ),
Varios investigadores publicaron |a presencia de este mismo
factor en el sobrenadante de diversosg cultivos celulares,
por @jeaplo: de cobayos (Rosenstreich. 19768, de ratén (Gery
y Waskman, 1977, de rata f(Haoessli, 1977), de =mono y de
perro (Blyden y Handschumacher,1877) y de conejo (Ulrich,
19781 € 19 ). En el Comité I[nternaclicnal de Ngmenclatura
se propuao el término de Interleucina 1 (I1-1) para esta
monocina ( 20 ) que fué aceptado par la comunided clenti-

flca.

El término de [nterleucina 1 agrupa 3 una familia de
glicoproteinas producidas por los nenocitos/macrdfagos
principalmente, que poseen actividades bialégicas Inmunomo-
duladoras y proinflamatorias. Las estudios iniciales para
caracterizarla fueron heches en los sobrenadantes de los
cultivos de macrdfagos de diferentes especies Inducidos con
E. colj, Silica ¢gel y particulas de Latex. Los pesos mole-
gulares descritos estan entre 12 y 17 Kd. y de 50 a 75 Kd.
Se han descrito cuando menos dos distinas molécula de []-1
humanx, denominadas a!fa y beta, ¥y se han aislado 2 molécu-

lns de RNAm distintos que codifican para dos proteinas de un
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peso molecular de 31 kd. Estas proteinas de residencia
intracelular. posteriormente se progcesan y liberan a dos
proteinas de un peso molecular de 17.5 Kd. La secuencia de
aminodcidogs entre ambas es muy Pparecida, semejanza que
también es gbservada con la molécula precursora de la
Il-1 murina que tiene un F.M., de 37 Kd, en !a cuail gxiste un
62% de homolcocgia con la molécula precursora de Ia Inter-
leucina 1 alfa humana ¢ 21 ). Se ha estudiado también la
cinética de aparicidén de los precursores de ambas Inter-
leucinas por medio de estudios {nmunocitoquimicos, detect&n-
dolas desde las 2.5 horas de incubacidn en los monocitas
estimuladas caon LPS, obteniéndcec un pico maximo de acumula-

cidn a las 21 haras [ 22 ).

La inducecidn de la respuesta inmune requiere la par-
ticipacion del macrdéfago como célula presentadora de los
antigenos ¥y como productora de Interleucina 1. E! linfocitao
T reconoce al antigeno a través del contacto de su receptor
con el complejo gque forman el! antigeno y las moléculas de la
clase 1 del complejo wmayur de histocompatibilidad de la
membrana del macrdfago. Estudios en sistemas murinos han
demostrado que la Interleucinz | semipurificada obtenida de
los sabrenadantes de Jos wacrdfagos, puede reemplazarlos
para inducir la proliferacidn de los linfocitgs activadas
con mitdgenos, La Interleucina 1 directamente no es la

responsable de !a divisidn celular, sino la accidn de la
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Interieucina Z2 liberada por los l|linfocitos T coaperadores
( 23 ). Esta relacién bioldgica entre ambas interleucinas
fuk posteriormente apoyada experimentalmente por Smith y

colaboradares en 1980 ¢ 24 ).

Muchas otras células ademas de !os macréfagos, produ-
cen Interleucina 1 H keratinocitos, céliulas gingivales,
celulas epitelizles, fiproblastos, celulas mesangliales,
astrocitos y células corneales. Asi mismo, ademas de activar
la sintesis de DNA y la produccién de Interleucina 2 en
timocitos y linfocites T, la Interleucina 1 presenta las
siguientes actividades bioldgicas:

1.- Activa a linfocitos B y estimula la produccidn de
inmunoglobulinas T dependientes {( 25 ).

2.- Estimula la proliferacidén de los fibroblastos y la
sintesis de colagenasa ( 26 1V,

3.- Estimula a los hepatocites a producir altos nive-
les de proteinas de fase aghada { 27 ).

4.- Estimula a la médula d¢sa para producir un incre
mento en la liberacion de neutrédfilos ( 28 ),

5.- Estimula la producgién del Factor de necrdsis
tumoral o Caquectina ( 29 1),

8. - Incrementa la liberacihn de Prostagl!andina E ¥y
enzimas protealiticas por ceélulas sinoviales y
condrocitos ( 30 ),

7.~ Aumenta la sintesis de colagena ¢ 31 ).
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B8.- Activa a los osteoclastaos ( 32 1.

For tadas estas actividades biocldgicas se considera a
las interleucinas alfa y beta, como hormonas que regulan la
inflamacidn y 1la regeneracidn tisular. Estas moléculas
actdan sobre las c&lulas blanco a través de receptores de
I1-1 presentes gn la wmembrana plas;atica, cuya afinidad y
distribucidn probablemente varie en cada c€lula respon-
dedora a la accidn de la 11-1 (fibroblastos, hepatocitos
etc.)., La estructura biogquimica del receptor fué publicada
per Dower, Gillis y otros investigadares, Es una proteina
de un peso molecular aproximado de 80 Kd y que posee la
misma espeacificidad para ambos tipos de interleucinas, y se
mencionan dos clases de receptores, ungs de alta afinidad ¥y
otros de baja afinidad segln el sistema <celular estudiado

¢ 33 ).

En 1985 Kurt-Jones y colabaradares ¢( 34 ) publicaron la
prosencia de wmoléculas de interleucina 1 asociada a la
membrana de macrdfagos murinos con capacidad de estimular
tambi&n la proliferacidn de las timaocitos y linfocitos T.
Un afo despues, Weaver y Unanue ( 35 ) publicaron gque su ex-
presidn estaba relacionada con la induccidn antigénica
egpecifica y con la presencia de factores solubles derivados

de linfocitos T.
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Parece ser que las c¢elulas T pueden inducir a los
macrfagos a expresar li-1 de membrana, ya sea por contacto
directo célula-célula a traves de la unidn del receptar de T

con el antigeno a a través de l|la producecién de |linfocinas .

La informacidn que se tisene actualmente es la sigulen-
te: 1) se han descrito tres sitios de localizacidn de la
intertaucina l:intracsiular. en |3 membrana y extracelular-
mente; 2) se han descrito dos moléculas de RNA mensajeros
diferentes gque codifican para las proteinas intracelulares
precursoras de la [l--1 alfa y 1la [1-1 beta; 3) se ha
caracterizado el receptor para ambas moléculas de 11-1 y que
al parecer es el mismo, segln los estudios de sus constantes
de afinidad, ¥y &) las substancias inductoras de su produc-
cldn hasta ahora mejor estudiadas son lipopolisacaridos
(LPS), particulas de silica, latex, phorbuol de miristato

acetata (FMA) y bhacterias como listeria y BCG.

El método que mas se utiliza para medir [1-1, es al
propuesto inicialmente por Gery y Waskman ¢ 36 ) que mide la
capacidad de la Intearleucina 1 de potenciar la proliferacion
de los timocitos de ratdn de la cgepas CBAMN o C3H\Hej, es-
timulados con fitohemosglutinina (PHA) o Concanavalina A
{(ConAl. La proliferacidn se mide por la incorporacidn ail DNA
de timidina marcada con tritjo y las lecturas se obtiemen en

cuentas por minuto (CPM)Y ., Mas recientemente se ha desarro-
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l1lado un metgdo inmunoenzimdtico con anticuerpos monoclona-
les, pero a diferencia del primero, sdlo detecta la presen-

cia de la I!l-1 paro no su actiwvidad ¢ 37 1,

La respuesta inmune celular se manifiesta por la pre-
sencia de l|infocitos T sensibilizados productores de lin-
focinas, ¥ por un incremento en |la capacidad microbicida de
los macrdfagos, lo cual Tfinalmentg deterwina la resclucion
de la enfermedad infecciaosa. Esto sucede s65lo si =]l macro-
fago presenta al! antligeno procesado a los linfoecitos T ¥

libera la Interleucina 1 necesaria.

Entre los miCroorganismos considerados como intracelu-
lares patdgenus para el hombre tenemeos a las salmonelas,
brucelas, listerias, mycoplasmas y wmicobacterlas entre
otras. El comportamientc del macrdfago al ser parasitado por

ellos es muy similar vy la rosistencia para las reinfecciones

depende de una buena respuesta inmune celular. En el caso
de M. leprae, agente causal de Ja lepra o enfermedad de
Hansen, la infeccidn se puede manifestar en diferentes

formas clinicas que se han relacignado con el comportamiento
de! sistema {nmune del huésped hacia el M. l1epras y. . alGn
permanacen sin entenderse. La lepra 5 una enfermedad infec-
tocontagiosa, quizd una de las enfermedades infecciosas mas
antiguas que azotan a la humanidad. Los wmecanismos patogé-

nicas no se conocen tqtalmente, aderds la falta de buenas
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tégnicas de diagndstico seroldgiceo y laz falta de wvacunas
para su prevencion, contribuyen a gue esta enfermedad, sea
de gran interé&s para muchos investigadores en el mundc.

El M. leprae ®5 un bacile acido-alcochol resistentes,
d9 residencia intracelular que parasita a macrdofagaos ¥y
células de Schwann. No se ha encontrado la manera de cul-
tivarlo in vitro por lo que es dificil estudiar sus carac-
teristicas bloguimicas, factores de virulencia, de resisten-
cia ¥y su tjiempo de generacidn . E! armadillo es la Gnica
especie animal gque se ha encontradog infectada en forma
natural, comg si é&ste fuera el reservorio de la enfermedad
en ¢l humano. E| perfioda de incubacidn del bacilo es praha-
blemente de unos 5 afos o m&as, antes de que aparezcan |as
manifestaciones clinicas de la enfermedad y su mecanismo
exacto de transmisidén es adn desconocido, Se acepta la via
respiratoria ¥ el caontacta estrecho y prolongado como =
forma mas praobable de infeccidn. Afecta principalmente piel,
mucosas ¥y nervios periféricos, presentando diversas mani-
festaciones clinicas, algunas de ellas con defarmidades
tales, que se convierte también en una enfermedad psicolod-
gica ( 38 )., Las diversas manifestaciones clinicas se co-
rrelacionan histaldgicamente e inmunoldgicamente, lo que did
base & la clasificaciton propuesta por Ridley vy Jopling en
1966 ( 39 ! en dos formas polares: |epra tuberculoide o
variedad benigna y l!epra |epromatosa o variedad maligna, y

entre ellas formas intermedias como la lepra indeterminada,
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lepra en el borde tuberculoide, lepra en el barde leproma-
tosa ¥y lepra dimorfa. En el poloc tuberculoide, el paciente
desarrolfla inmunidad celular especifica <contra M. leprae
que elimina a los bacilos, pero también dama las terminacio-
nes nerviosas concomitantes al tejido infectado. En las
lesiones se observa gran infiltracién de células mononuclea-
res, celulas eplitelicides, macrdfagos y escasos bacilos. En
gl polog lepromatoso, los pacientes presentan una falta de
respuesta inmune celular especifica pero un njvel alto de
anticuerpos en circulacidn. En las lesiones ¢l infilltrado
inflamatorio consiste principalmente de histiocitos con

aspgcto espumosa y de forma globosa, probablemente por Ila

acumulacidn de lgs lipldos del bacilo, proliferacidn de
fibroblastos, escasu Yy difuso infiltrado linfocitario vy
gran cantidad de bacllos dentrao de las macrdfagas infec-

tados., El M. leprae tiende a invadir el| torrente circulato-
rio dando como resultado una bacteremia continua en los
pacientes lepromatosos., La presencia de los antigenas an
circulacién provoca l!a formacidn de complejos inmunes can
los anticuerpos producidcs y se depositan en los vasas
sanguineos de pequedo calibre y en membranas glomerulares,
con gran compromiso del sistema reticuloendatelial, ocasio-
nando una reaccidn inmunopatoldgica tipo 111 clasica, deng-
minada en esta enfermedad, Fendmeno de Lucio o lepra reac-
tiva. La mayoria de los pacientes desarrallan la variedad

lepromatosa, y e€s curiagso que generalmente la mayor parte de
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la gente que se pone en contacto con el bacilo no desarrolla

1a enfermedad ( 40 ).

La compesicidn quimica de la pared celular de las
bacterias del género Mycobacterium &8s muy caracteristica. Su
gran contenido en lipidos tales como glicolipidos fend!icos.
|ipearabinomananas, fosfolipidos, &cidos micdlicos, glicerg-
lesa, acidos grasas etc. ; en polisacaridos comg arabinosa,
arabinogalactanas, mancsa, rhamnosa y otros, les da propie-
dades Iinmunoldgicas peculiares. Algunas de estas substan-

cias han sido wuwtilizadas como inmunoestimuladoras por su

efecto adyuvante. El M. lepras comparte muchos de los com-
ponantes lipldicos vy proteicos con otras micobacterias.

Parece ser que el compuesto Glicolipido fendlica tipo 1}
(GLP-1) es una molécula exclusiva del M. leprae { 41 ), ¥y
Frobablemente algunas proteinas que naoa estan aln completa-

mente identificadas.

El GLP-1, estsd fermado por un trisacarido unido por
un grupo fendlico a una cadena de Pthiocerol (28 carbanes) y
acidos micaocéricos ( 42 ), E!l doctor Mehra y cclaboradores

( 43 )}, estudiaron la participacidn del GLP-1 en la estimu-

lagidn de laos linfocitos T supresores en |os pacientes
lepromatosos, Encontraron que si habfia actividad supresora
demostrada in vitro, en un cultivo <con manonucleares de

sangre periferica, estimulados con Concanavalina A, ¥y que
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ésta actividad supresora no ocurria cuando se eliminaba el
trisacdrido terminal o se bloqueaha cen anticuerpos monoclo-
nales. Estus resultados sugirieron gque los pacientes con
lepra lepromatosa tenian linfocitos T supresores especificos
cantra e! GLP-1 y mas adn, que el epitope responsable era el
trisacirido terwminal. Esto podria explicar en parte la
presancia de linfocitos CDB (suprescres) obsevados en cartes
histoldgicos de las lesiones de los pacientes lepromatosos

¢ 41,44 ),

Otros autores han tratada de explicar la inmunosupre-
sidn en base a una disminucidn en el nOamero de linfocitaos T
cogogperadores y a una deficiencia en la produccidn de Inter-
leucinag 2. En 1983 Haregewgin {( 45 ) publicd que las calulas
manonucleares de los pacientes lepromatosos no producian
11-2 dospués de la exposicidn al N, leprae in vitro, pero
que con la adicidn de esta linfocina al medio, las células
respondian al estimulo y proliferaban. Otros investigadores
buscaron la presencia de la Interleucina 2 y de celulas con
receptores para [1-2, en cortes histoldgicos de las lesiones
de las pacientes, Observaran que en las lesianes de los
paclentes lepromatosos, habia una deficiencia de la produc-
cidn de I1]1-2 in situ, un nGmeru variable de células conm
receptores y ausencia de linfocitos partadores del fenotipo
Cb4 ( 46, 47 ). gSin embargo Kaplan ¢ 48 ) publicd que adn

cuando se eliminen las cé&lulas T supresoras con anticuerpos
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OKTB ¥y se adicione al cultive Interleucina 2, sola se in-
crementa una respuesta inmune preexistente a optros antige-
nos, pero la respuesta a M. lepras no s® manifiesta, por lo
que cancluy® que sl dafo estd en los sventos eferentes de la
respuesta inmune al M. leprae que no permiten la sensibili-

zaclion inicial.

La funcidn del macrdfago es la que vultimamente ha
llamado la ztencidn como un posible wmecanismo que pudiera en
parte explicar la inmunosupresidn. En 1877 Stobo ( 49 )
publicd que ios macrdfagos de pacientes con diversas infec-
clones fangicas producian un factor soluble supresar (M5)
que era capar de inhibir la proliferacidn de los linfaocitas
T normales estimulados <an mitdgenos. Bullock y Gershon
¢ 50 ) un afic después reportaron la presencla de factores
supresores derivadas de los macr&fagos de ratones C3H/Anf

infectados con M, leprasmurium, actividad que se potenciali-

zaba conforme progresaba la infeccidn y se correlacionaba
con la aparicidn de una segunda subpoblacidn de cé&lulas
supresoras ocon caracteristicas de linfocitos T. Afios mas
tarde, Salgame ( 51 ) abtuvo un factor supreser al lisar
macrdfagos de pacientes con l!epra lepromatosa, que suprimia
la respuesta de los linfocitos a logs antigenos a los cuales
respondian previamente, Este factor es estable al calor y
no dilalizable y puede inhibir tanto a células respondedaras

4 leapromina, camo a estimulos mitogénicos con PHA Y CanA.
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Tambi&n se ha sugerido una falla en l|la produccidn de Inter-
leucina | comoc responsable de la supresidn, como ha sido
reportado por Watson y colaboradores ( 52 ) en 13 pacientes
lepromatosos, 5 tuberculoides y 2 indeterminados, Por la
tanto es posible que la falla en la produccidn de cltocinas,
sea en parte responsable de la deficiente proliferacidn de
los linfoecitos T, ¥ con ello se permita la persistencia

intracelular de l|los bacilos.

Es indudable que las evidencias aportadas poer los
investigadores no explican satisfactoriamente &l fentmeno de
inmunosupresidn especifica y de la {nmunopatogenia, presemn-
tada por los pacientes c¢on lepra lepromatosa, razén por la
cual nos avocamos a estudiar la produccion de Interleucina 1
de los macrafagos de los pacientes con lepra y explicar su

funcidn en la patogenia de la enfermedad.



HIPOTESIS

LA FALTA DE RESPUESTA INMUNE CELULAR EN PAC!ENTES CON
LEPRA LEPROMATOSA ATRIBUIDA A LOS LINFQCITCS T SUPRESORES,
N3O EXPLICA SATISFACTORIAMENTE EL MECANISMO DE LESION
TISULAR. SABEMOS QUE LA PARTICIPACION DEL MACROFAGO ES
FUNDAMENTAL FPARA [NDUCIR UNA RESPUESTA [NMUNE, POR LO QUE
POSTULAMOS EN EL PRESENTE TRABAJO QUE PARTE DEL MECANISMO
INMUNOPATOGENICO SE DEBE A UNA DEFICIENTE PRODUCCION DE

INTERLEUCINA | (IL-1) POR LOS MACROFAGOS DE ESTOS PACIENTES.

20
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OBJETIVOS

ESTUDIAR LA PRODUCCION DE INTERLEUCINA 1 EXTRACE-
LULAR E INTRACELULAR INDUCIDA CON LIPOPOLISACARIDO
(LPS) EN LOS MACROFAGOS DE LOS PACIENTES CON LEPRA

LEPROMATOSA Y TUBERCULOIDE,

DETERMINAR S1 LA PRODUCION DEFICIENTE DE INTER-
LEUCINA 1 POR LOS MACROFAGOS DE LOS PACIENTES CON
LEPRA ES YA UNA CONDICION NATURAL DEL HUESPED O

EL RESULTADQ DE LA INFECCION.

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

MACRDOFAGOS DE LOS PACIENTES LEPROMATOSOS .

ESTUDIAR LA PRODUCCION DE INTERLEUCINA 1 INDUCIDA
CON PRODUCTOS DE SONICACION DE M. LEPRAE Y DE

M. TUBERCULOSIS EN LOS MACROFAGOS DE LOS PACIENTES

LEPROMATO0SOS.

21



MATERIAL Y METODOS

1.~ OBTENCION MONO RE SAN VENO

PERIFERICA DE LOS PACIENTES Y SUJETOS SANOS.

Se obtuvieron 20 ml. de sangre venosa periférica con
100 Unidades de hgparina los cuales se diluyeron con 20 aml.
de Sol. de Hank’'s. Después se colocéron sin mezclarse 10ml,
de la sangre diluida sobre 4 ml. de una mezcla de Flecall
Hypaque (densidad de 1.077) segan la técnica de Boyum (52),
Después de centrifugar a 400 g por 30 min se colectaron los
sononucleares y se lavaron. Las céluas se resuspendieron en
3 ml. de Medio RPMI 1640 con Glutamina 200 mM y con 100
U/mf; de Penicilna G y 100 ng./ml. de Estreptomicina.
Se ajustaron a 2X10' de c&lulas por mililitro.

L

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

Para estudiar la produccién de la 11-1 se utilizaron
diferentes estimulos:
| ‘1.- G¢.1 m!. de Lipopulisacarido de E. colil
011:B4 de una concentracidon de 1 mg./ml.
2,- Diferentes dosis de H. -legrne. M. tuberculg-

sis virulenta ¥ la cepa de M. tuberculosis
avirulenta H37-Ra.:

10 bacterias por macrdéfago.

22
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20 bacterias por macr&fago.
100 bacterias por macréfago.
3.- Productcs de s=sonicacién bacteriana de las
tres ceapas anteriores.
4.- Fracciones purificadas : Glicaolipldo fendlico

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

OBTENCION DE LA INTERLEUCINA 1 EXTRACELULAR E INTRACELULAR

Se pusieron 2 wl. de !a suspensicon de w@mnnonuclearas
ajustada a 2x10*/ml. en tubos de 13x100 y se les agregd el
inductor. Se incubarcn 3 37°C con 5% de CU0Z2 por 20 hs.

El sabrenadante (I1-1 extracelular) se obtuvgo por centrifu-
gacicdn, el paquete celular se lavd 2 veces can medio de
cultivo RPMI! 1640 vy las cé&lulas se resuspendieron en 1 m!
del] mismo medio. Pgsteriormente se rompieron por congela-
cldn y descongelaci{ion en hielo secao con acetona, seg centri-
fugarcn g 350C KP® y sa filtraron a traveés de un flltro de
0.22y . El sobrenadante que fuf stiquetado como Inter-

leucina 1 intracelular.

ENSAYO PARA_ LA DETERMINACION DE INTERLEUCINA 1

Sea uti{lizg el bioensayoc orlglinal de Gery y Waskman
( 36 ) de la proliferacion de timocitos de raton de la cepa

CBA/N (cepa original de 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 mwemanas de nacidos para hacer la suspensidn
celular. Los ratones se mataron por dislgcacidn cervical ¥y
los timos se homogenizaron en una malla de acero estéril
dentro de una placa de Peiri con solucidn de Hank's. Se
lavaron 2 veces, se contaron y se ajustd la poblacidn celu-
lar a 1S aillones de cel./wm] en medio RPMI 1640 con 5% de
suera de ternera fetal (FC5). Se agregaron 10 pl de PHA por
ml, de suspension celular y se llevd un control de timocito
sin PHA. Un volumen de Q.1 ml de las células se cultivaron
en placas de microcultivo de 96 pozos con fonde plana

(Falcon 3072 Oxnard, Calif.?.

Los sobremnadantes de las muestras problemas y testigos
que contienen 1a I1-1 intra o extrace!ular, espontanea o
inducida con LPS etc. se diluyeron con medio RPM1 con 5X de
FCS quedando 1:5, 1:20, 1:80 y 1:160 . De cada una de éstas
diluciones se agregaron 100 pl. a cada cultiva de timacitos
por triplicado. Se incubaron a 37°C en una incubadara con 5%
de CO02 y humedad relativa del 95% . Degpués de 2 dias se
agregaron 10 nl. de timidina tritiada ( 1mCi/ml ) a cada
cultivo ¥y la incubacidén continud 24 hs. adicionales. Al
final del cultivo de 72 hs, los cultivos se transfirieron a
filtros de lana da vidrio cen una microcosechadora semi-

automdtica (¢ Mini Mash [IIl ), A cada muestra se agregaron
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tml. de liquido de centelleo ¥ la timidina incorporada se
midid en un contador de centel leoc marca Pakcard. Los resul-

tados se expresaron en cuentas por minuto (CPM}.

La proliferacidn es directamente proporcional a la
incorporacidn de timidina tritiada y por consigulente a Ia

radicactividad medida en cuentas por minuto (CPM),

J11,- INDUCCION DE INTERLEUCINA 1 CON M. LEPRAE
Y M. TUBERCULOSI1S.

1.- Para Mycobacteriua leprae:

La suspensidn bacteriana de M. Jleprae se obtuvo de
iepromas de pacientes de la consulta de Dermatologia del
Hospital Universitario "Dr. José eleuterio Gonzalez" de la
Faculatd de Medicina. Los nodulos se debridaron y se homo-
genizaron. El material se transfirid a tubos de centrifuga
para sedimentar los restos celulares vy por centrifugacion
diferencial s¢ obtuvieron los bacilos en los scbrenadantes.
Parte de 1a suspension con bacilos vivos se utilizé para el
estudia de I|a basqueda de plasmidos, en cambic para el
estudio de |3 produccidn de I1-1, la suspensién fué autocla-
veada. Tambien se abtuvo lepromina de bacilos cultivados en

srmadilio proporcionados por el Dr. Fausto (uezada de la
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Escuela Macional de Ciencias BiolGgicas de! PN de la Cd. de
México.
2.~ Para Mycobacterium tuberculosis wvirulento :
Se utilizaron varias cepas de M. tuberculosis aisladas
de pacientes. Parte de 1a suspensidn bacteriana fué autoclia-
veada para el estudic de la produccldn de i1-1, y otra parte

con los bacilos vivos se usd para la bisqueda de Plasmidos,

3.- Para Mycobacterius tuberculgsis avirulento ( H37Ra }:
e usd la cepa H37-Ra de M. tuberculosis que fon bac-

terias wuertas obtenidas de fuentes comerciales { Difco,

Mich, USa

LLa estandarizacién bacteriana se hiza por turbidime-
tria, utilizandaoa el Nefel|&metro de MacFarland ( 54 ) para

obtener una suspensidn inicizl de 400x10'bacterias/mi.

No. DE BACTERIAS------- DILUCION ----—-=—-~-— EN 0.1 ml,
400x10* /ml, 1:8 = SO0x10*/m@l.-=-—-—-- 5x1¢ /ml.
400x10' /m). 1:1.6=250x10*/m1. - - —---- 25x1d /ml.
400x10' /m!i. 0.125 ml. ===—-~-- SOx1d /ml,

Se calcula que en 1x10' de maononucleares (MN) obtenidas
con Ficoll-Hypaque hay un promedjio de 125,000 moncocitos,
por lo que en 4x10'/m!. hay 500,000 celulas. Por lo tanto,

al estimular 2 m!. de la suspensidn de MN con Q.1 wml. de
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las bacterias estandarizada, se tienen 10, 50 y 100 bac-
terias por macrofago.

1V.- METODOLOGIA PARA LA DEMOSTRACION DE PLASMIDGS.

Se utilizaron los métodos de Crawfard { 55 ), Mizuguchi
¢ 56 ) y Mayers ( 57 ) para M. tuberculosis y §. intrace-
llulare y la tecnica de Miniprep para otras especies bac-
terianas utilizadas como control. Se establecieron modifica-
cliones a lcs metaodos para M. leprae ya que no £6 encontrd en

la literatura ningin reporte al respecta.

PROCEDINIENTO

1. - Muestras de los extractos de lepromas con los
bacilos de M. leprag vivos. bacilos de cultivos
primarics 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 fueron
congeladas a -20°C durante toda la noche.

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

4,- Se anadieron 25¢ ul! de solucidn algcallna de SDS al
10%, se agitaron en Vortex y se incubaron a 37°C

por 3C minutes.
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Se afadiéron 150. ul., de solucidn alcalina de
potasiao 3M a de Perciorato de Sodie 5M para dwes-
proteinizar,
Se mezclaron por inversidn y se incubaron 60 niln @
0  C. Posteriormente se centrifugaron por 15 &w.n s
12,000 RPN vy se recaolectaron los sobrenadantes
A los sobrenadantes se afadld 200 ul de fenol
saturada y 200 pul de cloroformo. S¢ agitaron en
Vortex por 1 ®in, gse centrifugaron 1 min y sze
recolectaron 400 ul de la fasse superior.
Se afadid 1 ml de etanaol absoluto frio, se mezcld
por inversidn vy se dejd precipitar a temperatura
amblente por 2 wmin . Posteriormente se centrifugd
durante 3 min a 12,000 RPM ¥ se descartd el sobre-
nadante por aspiracian.
El preclipitado se disolvid con 100 gl de acetato
de sodio Q.1M y se repitid la precepitaclion conm
etanol. (Pasos 8 y 9)
Se lavaron los preciplitados can 1| m)l de etanagl al
70% ¥y las pastilla de! preciplitado se secaron en
una centrifuga al vacio.
Los precipitados secos se disolvieran con 18 ui de
Sol. de Tris-EDTA 10mM y se aRadid 2 pl de RNAasa
(lmg/ml). Se incubaron a 37'C por 30 min.
Se prepararcn las muestras para su corrimiento en

geles de agarosa al 0.8% .
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13.- Preparacidn de las muestras :
3 u! de Tris-EDTA
2 pl de las nuestras
1 u! de jugo azul 66X
14.- Las placas de agar se corrisron a 40 y 100 Voltz
durante 1 hora ¥y se tideron con bromuro de etidilo
durante 15 wmin.
15.- Las bandas de DNA dal plésmido se viercon en una

fuente de luz UV.

Se utilizaron los sigulentes vectores plasmidicos como
controles: pBR 322, pUC 18, pBSVE y phPL-4. Todos sllos

insertados en E, colj .

NUMERO DE PACIENTES EN EL ESTUDIO

Se estudiaron un total de 16 paclentes con el diagnts-
tico de lepra tuberculoide, 35 pacientes con lepra leproma-

tgsa y %1 zujetos sanos . Los pacientes no estabsn bajo

tratamiento,



RESULTADOS

Resul tsdus de la produccidn de Interlieucina 1 por los
macrofagos de los pacientes con lepra lepromatasa, lepra tu-
berculoide y de pujetos sanos utilizando como estimulo

lipopotlisacarido de E. coli 011:Ba (LPS).

Se estudiaron 22 pacientes con lepra lepromatosa, & can
lepra tuberculeide y 25 individuos clinicamente sanos. Los

pacientes no estaban bajo tratamiento.

Las praficas muesiran los valores promedic en cuentas
por minuto (CPM) de las diferencias (Deltas) de

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

En Ia gréfica | se comparan los valores promedio de las
Delta de la 11~-1 intracelular y extracelular entre los tres

grupos de estudlio.

Se puede observar que los macrdfagos de |o¥ pacientes
con lepra lepromatosa producen aparentemente wmenor cantiaad
de [i1-1 al ser estimulados con LPS comparada con la preoduci-
da por los macrdfagos de los sujetos sanos, y de los pa-

clientes con lepra tuberculoide, Las graficas 2 y 3 muestran

30
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por separado las concentraclones de [1-1 extracelular vy de
la Tl-1 Intracelular. Al aplicar la prusba de t para ana-
lizar las resultades, se encontrd que na habia diferencia
slgnificativa en lag concentraciones 11-1 extracelular entre
los tres grupos de estudio. S{ hay diferenclia significativa
prara la [1-1 intracelular entre l|laos paclentes lepramataosos y

lgs sujetos sanas, pero no con los paclentes tuberculoides.

EAMOS o
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GRAFICA 1.- Produccidn intracelular ¥y extracelular de I11-1

obtenida de macriifagos de sujetos sanas, pacientes leproma-
tosos (L.L.}Y y tuberculaides (L.T.]).
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GRAFICA 2.- Comparacidn de la 1l-1 extracglylar entre 1oE
tres grupos en estudio, Los valores estan expresados en

C.P.M. La diferencia entre sanos y pacientes L.L. no es
estadisticamonte significativa (p > 0.8).
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GRAFICA J3.- Comparacitn de la [l-1 intracelular entre los
tres grupos de ostudio., La diferencia entre sanos y L.L. st
es estadisticamente significativa (p = 0.02).
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La gr&afica 4 wguestra la produccidn total de [1-1, es
decir, la suma de las concentracionas da 1]1-1 extracelular
mas intracelular, tanto de 1|3 interleucina 1 llberada en
forma espontansea, comwo la inducida con LPS. Se graficaron
los promediocs de las CFM de cada grupo en estudio. Como se
ve en la grafica no hay diferencia en |la concentracidn de
[1-1 inducida caon LPS entre los tres grupos en estudla, En
cambio, hay m@mayor cantidad de 11-1 espontianea an los pa-

cientes lepromatosos que en los sujetos sancos.
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GRAFICA &4.- Comparacion de la producgicn total de  [1-1
{intracelular + extracelular) espontanea ¢ induclda <on LPS.
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En resumen, no existe diferencia en la produceidn total

de Il-1 entre los lepromatoscs ¥y sanus, a pesar deo la dis-
minucidn aparsente mostrada en las graficas 1,2 v 3. Sin
embargo, la liberacidn espontdanea de [1-1 por los macrdfagos
de los pacigntes lepromatosos es mayor que en los sujetos
sangs, como se demostrd en la grafica 4. Esta es la razon

por la cual las Deltas son menores en los lepromalosocs.

¢ Es ésta wuna condiciin innata del huésped, O estéa
relacionada <on la presencia y numero de bacilos de

M. (eprae dentro del macrdfago infectado T

Para responder a @sta pregunta, se llevd a2 cabo el
estudio del comportamiento de los macrdfagos sn cuanto a la
produccidn de Il-1 con los baclilos de M. leprae comparandola

con otra micobacteria patdgena caomo M. tuberculosis ais-

lada de un pacientse, y on una micobacteria no patdgena, la

cepa avirulenta H37-Ra de M. tubsrculosis.

En las Graficas 5,6 vy 7 se presentan los resul tados de
la estimulacidn de los macrdfagos con 10, 50 y 100 bacterias
por macrdfago de Mycobacterium leprae en los tres grupos en

estudio.
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GRAFICA 5.~ Froduccion intracelular y extracelular de [1-1
obtanida de macrédfagors de sujetocs sanos estimulades con 10,
0 y 100 bacterias de M. leprae.

IND a8 7T

+18 410 +3 O ® 10 18 ™ »8 30
C.P. M X 10
GRAFICA 6.- Produccidn jintracelular y extracelylar de _[]-1

obtenida de macrdfagos de pacientes lepromatosos estimulados
con 10, 50 y 100 bacterias de M. lwpraw,
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GRAFICA 7.~ Produccion intracelular y extracslular deg 1]1-3}
obtenida de macrofagos des pacientes tuberculoides estimula-
dos con 10, SO ¥y 100 bacterias de M. leprae.

Camo se puede observar, las macrédfagos de los tres
grupos en estudio presentiaron un efecto de dosis respuesta.
A un mayor nGmero de bagterias utilizadas coumo estimulo,
mayor produccidn de 11-1, Este efecto no fué observado
cuanda los macrdéfagos fueren estimulados con la cepa viru-

ignta ¥y la avirulenta de M. tuberculosis.

Con la cepa virulenta de M. tuberculosis (graficas 5,9
y 10), lae dosis de 10 y S0 bacterias por macrifago fuéron
me jores iInductores de [l1-1 en los tres grupos en estudio.

Con 100 bacterias por macréfago el efecta disminuyd.
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GRAFICA 8.- Produecidédn intracelular extracelular de 11-1

obtenida de macréfagos de sujetos sanos estimulados con 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 pacisntes lepromatosos estimulados
con 10, 50 y 100 bacterias de M. tuberculosis.




38

| [
P Jnerma
-
an. a < )
R
D, B8 ¢
™D, 100 ¢
+80 +10 O 10 me 8o 40 o0 so
o.p. M x i

GRAFICA 1C.- ProducciOn jintracelular y extracelular de J1-1
obtenida de macrdfagos de pacientes tuberculoides estimula-
dos con 10, 50 y 100 bacterias de M., tubsrculosig.

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

cepa avirulenta H37-Ra..
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GRAFICA 11.- Produccidén intracslular y extracelular de_ 11-1

obtenida de macrdédfagos de sujetos sanos estimulados con 10,

50 y 100 bacterias de la cepa avirulenta H37-Ra.
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GRAFICA 12.- Produccidn intracelular y extracelular de 1[11]1-1
obtenida de macrafagos de pacientes lepromatosos estimulados
con 10, 50 y 100 bacterias de la cepa avirulenta H37-Ra.
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GRAFICA 13.- ProducciOn intracelular v extracelular de []1-1

obtenida de macrdéfagos de pacientes tuberculoides estimula-
dos con 10, 50 y 100 bacterias de la cepa avirulenta H37-Ra.
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La dousis de 10 bacteriss por macrdfagoe resultd ser la
dptima para estimuiar a los macrafagos los pacientes tuber-—
guloides v de los guietos sanos. Se observd una tendencia
inversamente proporcional en los macrodfagos a producir menos
'1-1 3l incrementar e! nimero de bacterias. En las macrdfa-
gns de los pacientes lepromatosos, la dosis de 5Q bacterias
tué la que produio el éfectc max imo de produccitn de 11-1, ¥
al igual 4que los otros dos grupos, a 100 bacterias par
macrofago, hubo una disminucidn en su producclion. En 1la
grafica 14 se presentan los wvalores de [l-1 espentanea
producida por los macrdafagos de las ftres grupos en el es-

tudio con las diferentes dosis bacterianas,
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GRAFICA 14.- Concentraciones tgtales de Ji-1 egspontsnea
producida por los macr<fagos de sujetos sanos, pacientes
tuberculoides (L.T.) y lepromatosos (L.L.?.
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Se puede observar la l1-1 espontinea aumentada en ol
grupo de los paclientes !epromatosos. Para weostrar la rela-
cidn entre |las capacidades inductoras de [1-1 de las tres
cepags de micobacterias y la dosis estizmulante, se muestra en
la grafica 15 los resultados obtenidos con macrofagos de

sujetos sanos (no activados!.
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GRAFICA 15,- Comparacién de la produccién de 11-1 tota}l con
lag diferentes dosis bacterianas de M. lepras, W. tudber-
culosis ¥y H3I7?7-Ra en macrdéfagos de sujestos sanos.
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Estos resultados sugerfan que el incremento en la
liberacién espontdnea de [1-4 observado con los macréfagos
de los pacientes lepromatosgs, estaba mas relacionado con el
H. lepras en cuanto 8 su efecto de dosis respuesta , que con

M. tuberculgsis virulento ¢ avirulento. Cabe sesalar sin

embargo, que M. tuberculasis virulente y avirulento fueron

mejores inductores de [1-1,

Esta efecto de dosis respuesta de [1-1 con las diferen-
tes micobacterias s0loc se observd con M. leprae, indepen-
dientements 5i los macréfagos eran de sujetos sanos, de
lepromatosos o tuberculoides. Esto sugiere qua se trata de
una caracteristica de M. leprae y no de M. tuberculosis ni

del huésped.

Se planted entonces la posibilidad de que existiera un
factor extracromosdmico en M. leprae que codificara para
algan factor de resistencia intracelular relacionado con la

produccidn de 11-1.

Para demostrar esta hipdtesis se llev$S a cabo el ob-
jetivo 3. Se buscd la presencia de plasmidos en los bacllos
vivos obtenidos de lepromas de paclentes con lepra leproma-
tasa nodular. Los resultados se muestran en las figuras 1,

2! 3 )’ 4.
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RESULTADOS BUSQUEDA DE PLASMIDOS

Figura No. 1

Puc 18 pBR322 pBSVE M. Leps
c. 18-2686 P. Bases
R - 4,363 P. Bases
VE 6,000 P. Bases . _ .
R N il

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 1la Fig. No. 2 con bacilos vivos extraidos de lepromas de pa- -
¢ntes no se manifiesta ninguna banda. (M. Lepy).
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Continuacibén de Plasmidos...

Figura No. 3

M. leps M. Lepy M. tb, 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

R S - - - - = - —— - - — - A - - -

En la figura No.3 se representa el aislamiento de un plasmido de M. tuberculosis,
resistente 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 cultivado =n
armadillc ¥ sefalado zomo M.ler.f., se observd sdalec en dos
opcasiones una pequena banda sugerente de un factor extra-
cromosémico (figuras 1 y 2. En el primer experiménto se
utilizaron diferentes marcadores piasmidicos o2on diferente
namero de pares de bases nucleotidicas. De la cera viva

15248 de M. tuberculosis resistente a estreptamicina aislads

de un paciente, se logrd demostrar la presencia de un plas-
mido de aproximadamente G000 pares de bases. En e! resto de

las bacterias de M. tuberculesis virulentas pero sin resis-

tencis antifimica, en la cepa H37-Ra vy en los bacilos vivos
de M. leprae, no se loz2re demostrar la existencia de plasmi-
des con esta metodologia. Por lo tanto, al no poder rela-
cionar la produccidn [i-1 con la presencia de plasmidos en
les baciles, se continut estudisndo la participacidn de los
componentes estrucfurales bacterianos en la produccian de

!l'_l .

Como se demostrd en el experimento con diferentes dosis
bacterianas, que la produccicén de !11-1 por los macréfagos de
sujetos sanos y de ios pacientes lepromatosos y tuberculoi-
des estaba mas relacionada <con el nimero vy la especie de
micobacteria, se procedid a estudiar la produccidn de []1-1
con las bacterias fragmentadas por sonicacidn, Esto nos
daria mas informacidn de por qué con M., leprae aparece el

efecto de dosis respuesta, efecto no observado con las otras
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micobacterias que presentaron mayor cppacidad inductora. Si
estaba relacionado con 1a presencia de los bacilos completos

en los macrafagos, ics efectos obtenidos con 10, 50 y 100

bacterlias se perderian, S1 era un problema de accesibilidad
en M. |epraw entonces se incrementaria la produccicon de 11-1

con  los sonicados a2 concentraciones parecidas a las obteni-
das con M. tuberculosis virulentao y avirulento. Los rasul-

tades de este experimento 56 muestran en la grafica 16,
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GRAFICA 16.- Concentraciones intra y extracelulares de T1-!
de paclentes con L.L., L.T. y sanos mstimuladas caon produc-

tos de eonicacitn de M. leprae, M. tuberculosis y H37-Ra.
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En forma comparativa'en la gr&fica 17 se muestran las
concentraciones de Ia Deltas totales de I1-1 (Extracelular +

Intracelular) con las tres bacterias en !los tres grupos en

estudio.
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GRAFICA 17.- Comparacidn de las concentraciones de 11-1
total (extrat+intracelular) de macréfagos de L.L., L.T. ¥

sanos estimulados con sonicados de M. lep, M. tb. y H37-Ra.

Como se puede observar, la produccidn de 11-1 por los
macrofagos de los pacientes y sujetos sanos se conservd con
M. leprae pero no con M. tuberculosis ¥y la cepa H37-Ra. La
proporecidén en la produccidn ds I1-1 inducida por M. leprae,

s8 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 induccion de 11-1 por
H. leprae, persistian en las fracciones bacterianas, o cusl

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

avirulenta, y gue adem&s no era un problema de accesibilidad
del componente inducter. Tode &sto hacfa suponer gque dentro
de los factores inductores de I1-1 presentes en todas las
micobacterias, deberia hater uno en M. leprae gque estuviera
relacionado con la conservacisén de la capacidad inductora de
egsta monocina y su liberacidn espontanea, y gue por lo

tanto, fuera un componente estructural diferente.

Con estos resultados se intentd determinar si el
factor responsable del incremento proporcional de la produc-
cidn de [1-1 era exclusivo de M. leprae o compartido con M.
tuberculosis pero en proporciones diferentes. 5Se obtuvieron
dos fracciones purificadas de micobacterias, una Lipoarabi-
nomanana (LAM) presente en M. leprae y M. tuberculosis, y
un Glicolipide Fendlico | (GLP-1), componente exclusivo de

-

M. leprae. Se2 compard la caepacidad inductora de [1-1 de

ambas moléculas caon la del Lipopolisacarido (LPS). 51 el
inductor de I1-1 presente en los bacilos completos de
M. lepraeg y sus sonicados era compartido (LAM)Y, las difea-

rencias observadas en los experimentos anteriores podrian
ser producidas por una diferencia en concentracitin de LAM

presente Bn cada especie de micobacteria. Por el cgontrario,
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51 el inductor de la '1-1 espcnténea  era un componente
exclusive en el M, ileprae <3LF-!', e! =fectao en la produs-
cidn de [1-1 s8lo se presentarisz «con esta moléecula, Los
resul tados san presentados en las graficas 1€ v 19. Los
magrgfagos de pacientes lepromatosog y de sujelos sancgs

fueron estimulados can 10 microgramecs de LPS, GLP-1 y LAM.
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GRAFICA 18.- Concentraciones intracelulares y sxtracelulares
dg [1-1 obtenida de macrafagos de sujetos sanos estimulados

caon 1Q ugr de LP3, GLP-1 y LAM.
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GRAFICA 19.- Concentraciones intracelulares y extracelulares
de [1—-1 obtenida de pacientes lepromatosos estimulados con
10 uggr de LPS, GLP-1 y LAM.

Como se puede observar, tanto LAM como GLP-1 son induc-
tores de 1i-1 a ia concentracion de 10 ugr.,, aunque con
menor capacidad que LPS, En la grafica 20 est&n represen-
tadas |as concentraciones de las Deltas totales de [L-{

{intraceluar + extracelular) en ambos grupas.
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GRAFICA 20.- Comparacian de 11-1 total de macrdofagos de
sujetos eBsanos y pacientes lepromatosos estimulados con

1¢ pgr de LPS, GLP-1 y LAM.

En base a wstos resultados se llevd a cabo un experi-
wentc para determinar si1 el GLP-1 praducia un efecto de
ddisis respuesta en la produccidn de Ii-1. Las resul tadas
se muestran en las Graficas 21 y 22. Se obtuvieron wacro-
fagaos de S pacientes can lepra lepromatosa vy § sujetos sanos
los cuales se estimuldaron con 1, 10, 50 y 100 microgramos de
GLP-1 y se compard su actividad inductora de [l-1 con la del

LPS,
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GRAFICA Z21.,~ Produccién de [1-1 intracelular ¥y extracelular

abtenida de macrOfagos de sujetos Eancs estimulados con 1,
10, 50 y 100 ugr de GLP-1 y LPS.

-
SRR - SSSSNNNNNSSE P

GRAFICA 22.- Produccién de [1-1 intracelular axtracelular
obtenida de macrdfagos de pacientes leopromatosos estimulados
con 1, 10, S0 y 100 ugr de GLP-1 y LPS.
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Como se puede observar . tanto cgn las c€lulas de lc¢s
sujetos sSanos cCoOomo can la de los pacientes, ss obtuvno un
efegcto de dosis respuesta en la Il-1 extracelular, a m@mayor
dosis de GLP-1, mavor liberacion de 1]-1. Este efecta
también se cbservd caon la {1-1 intracelular de los macrofa-
gas de laos sujetos sanous ¥y no can las macrdfagos de los
pacientes lepromatosos, En la grafica 23 se muestran en

furma coumparativa las Deltas totales de [1-1 eon los dos

grupas.
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GRAFICA 23.- Comparacion de la 11-1 total (extracelulsr -
intracelular) obtenida de macrdfagos de sujetos sanos ¥y

pacientes lepromatosas estimulados con 1, 10, 50 y 100 ugr
de GLP-1,
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En las graficas 24 y 25 los promedios en C.P.M. de T1-1
egpontanea 8 inducida de los macrofagos de los sujetos

gancs y de los pacientes <¢on lepra lepromatasa respectiva-

mente,
lll' INTRNA
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GRAFICA 24.- Produccion intracelular y extracelular de []1-]

espontanea e inducida con |, 10, 5C ¥y 100 ugr de GLP-1 en
macrfagos de sujetos sanos.
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GRAFICA 25.- Produccidn intracelular v extracelular de [1-1

espontanea e inducida 7on 1, 1G, 50 v 100 ugr de GLP-1 de
macrofagos de pacientes lepromatosos,

Los resultados wmuestran gque se produce liberacidn vy
sintesis de [l-1 con et GLP-1, tanto de los macrdfagos de
lcs pacientes con lerra lepromatosa, come de los macrdfagos

de suietos sangs.




DISCUSTION

La participacion de los linfocitos T en la in-
muncpatogenia de !a fepra no ha explicad> satisfactoriamente
la aparicién de la inmunosupresion er la variedad clinica
lepromatosa. Los estudios sobre la funcidn del macré&fago,
han aportado evidencias sobre su importancia en la induccidn
¥y regulacidan de la respuesta inmune, por lo gue decidimos

estudiar su participacisén en esta enfermedad infecciosa.

Se egstablecitd la hipoatesis de gque la produccion (sinte-
Sis vy secerecidn) de Interlesucina 1 por los macridfagos de
los pacientes lepromatosos estaba deficiente, en comparacidn
con la 11-1 producida por los macréfagos de los pacientes
tuberculoides que si desarrollan una respuesta inmune
celular especifica a M. leprase, Esta deficiencia provoc-
caria gque los linfoeciteos T, de los pacientes con lepra
lepromatosa, no proliferaran, Yy por lo tanto no se manifes-
tara la respuesta inmune celular., La infeccién persistente,
la alteracicon de los macrafago v la ausencia de la respuesta
inmune celular, serisn las causas de las alteraciones
tigulares locales y sistémicas en los pacientes lepromato-

sS0s.

Primerao estudiamgs s5i la producisn de I1-1 de los

macrafagos de los pacientes lepromatosos estimulados con

586
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LPS era deficiente, o si era un defectg en su liberacidn,

Se encontrd que los macrofagos de los pacientes lepro-
matosos estinmulados con LPS, producen concentraciones igua-
les de [1-1 total, que los macrifagos de |lod sujetos sanos Y
de logs pacientes tuberculoides, y por 1o tanto no son defi-
cientes en 11-1. Tanto en los resultados preliminares
obtenidos en este !aborataric, como en los resultados repor-
tadas par Watzon ¥ colaboradores en 1984 (¢ 52 ), en los
cuales encontraron una deficiencia en la produccidn de 11-1
en ¢! 38.5% de umn total de 13 pacientes lepromatosos. A mi
juicio presenta su investigacidn dos erraores en Bu Inter-
pretacion, Primero: wmiden sdédlo la [1-1 extracelular ¥ no
toman en cuenta la Jl-1 intracelular, por lo que con este

dato aislada no se puede concluir que exista una deficiente

produccidn de esta monocina, Y segundo:! mno tomdron en
cuenta que |los macrofagos de los pacientes lepromatosos
liberan méas 11-1 espont&nea que las wmacrdfagos de los

individuos sanos, y que por lo tanto, al ser estimulados con
LPS, la cantidad de [1-1 liberada es proporcionalmete menor
que la liberada por una celula sana que no esta Tagotada”.

En los experimentos se midieron ambas [1-1, ¥y no se encon£rd
ningdn defecto en la sintesis o©o en fa transpurtacidn al
compartimiento extracelular (secrecidal, Al cantrario,
observamos niveles mas altos de 11-1 espontanea con los

macrdfagos de los pacientes lepromateoscs gue con los de 10s
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sujetos sanos y pacientes tuberculoides (grafica 4), por lo
que al graficar los datos en Diferencias (Deltas' de las CPM
obtenidas de la l!-1 inducida con LPS menos la ll-1 espon-
tanea, es l1dgicou que los valores de los resultados de los
pacientes fuersn menares que la de los Sujetos sanos, <oma
se observaran en las graficas 1,2,y 3. Esto es lo que han
reportado Watson en lepra ( 52 ), Tsang en Sida ( 5S4 ),
Chensue en tuberculdsis ( 55 } v Alcocer en |a esclarodarmia
( 56 ). Pero esta deficiencia es sdio aparente, ya que al
graficar por separado la [1-1 Tota! espont&neay la [1-1
Total inducida con LPS {(intracelular + extracelular) se
observd que no habia deficiencia en la produccidr ni en 1a
liberacidn de [1-1, Se postula que 10 que ocurre es, que
los monacitos de los pacientes |spromatosos son activados
per la infeccién del M. Jleprae, y que la presencia del
bacilo o sus preductas, inducen la liberacidn continua y en
forma aparentemente espantanea de [I|-1, lo que agota la
concentracidn intracelular (grafica 3J) de reserva de 11-1
del macrdfago, par lo que al ser reestimuladeo invitra <con
LPS no &5e obtiene Iz misma concentracidn extracelular de
esta monocina como sucedd con los macr&fagos de los suietos
sanos. La cantidad intermecdia de 11-1 observada can l|los
macréfagos de los pacientes tuberculcides, probatlemente se
debe a que ellos estdn infectados con diferentes nimeros de
bacilos y por la tanto diferentes grados de activacidn de

sSUg macrdfagas. Estsz [fiberacidn espontdnea de 11-1 ya habia
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sido observada en otros procesos infeccioscs ( 57 ), en
enfermedades inflamatorias ecrénicas como en la sarcoidcgsis

pulmenar ¢ 58 ) ¥ en pacientes traumatizados ( 58 1,

De acuerdn a |3 hipstesiz planteada. en la cual se
propuso que e} defecto en la produccidn de 11-1 por los
macrdfagos de los pacientes lespromatosos, contribuye a la
inmunopatecgenia de la enfermedad, con los resultados ob-
tenidos, fugé rechazada. Sin embargo, los siguientes ob-
jetivos originalmente planteados. nos ayudaron a encontrar
una explicacidn de la liberacidn aparentemente espontanea vy
aumentada de 1I11-1 por los macréfagos de los pacientes

infectados con M. leprae.

Despuis del resultado inicial no esperado, estudiamos
5i la infeccidn por el M. leprae era |a responsable del
gafecto o s5i &rs una condicidn innzsta del huésped. Para

contestar esta pregunta se midid la produccidn de I1-1 con
otras micobacterias y con los macrdfagos de los tres grupos
en estudio. Los resultados mostrados en las graficas de la 5
a la 13 revelaron que las tres cepas de micobacterias,
fueron inductoras de 11-1, tanto 2on locs macrdfagos de los
pacientes como con los de los suietos sanos, presentando
cada una de ellas, diferentes dosis &ptimas de estimulacidn.
Sin embargo, s€lo M. leprae produjo el efecto de dosis

respuesta.
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4 Cual es su significado e importancia 7

Primero: la presencia de la micobacteria es capaz ds
inducir la produccion de [1-1 en lcs macrdifagos, pero sclo
M. leprae mostro que 2! inmcremsntzar e! namero de baciloes
ror macrifzge se preoduacen mayor secrecidédn de [1-1. Estao
podria explicar porqué sucede en los pacientes lepromatosos

que son mas baciliferos gque en los pacientes tuberculoides.
Segundo : Los componentes inductores de 11-1 presentes
en las micaobacterias, determinan que existan diferencias en
las dasis estimulantes d&ptimas que inducen la produccicdn vy
liberacidn maxims de 11-1. Al parecer M, leprae, es aparen-
temente el peor inductor de 11-1, porgque es 2l que produce
logs niveles mas bajos, atn a 100 bacterias por macrafago,

compardandolo con M. tuberculssis. Sin embargo fué el dnico

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. leprae y no con las otras dos micobac-
terias. Esto reforzd nuestras conclusiones de que los

macrifagos de los vpacientes lepromatosos y quiza alguncs
tubercuicides (dependiendo del estadio bacilifero en que se
encuentren), aungque ests&n degradando a la bacteria, con-
tinftan liberando !1-1., Este efecto ya no 1o conservan las

otras dos cepas de M. tuberculosis. las cuales una vBzZ

fraccionadas disminuyeron su capacidad inductora de l1-1 én

los macrafagos.
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o cuales serian los coo-

Al intentar contestar cual

ponentes del M, )ewprae involucrados en «! wfecto de dosis

la Lipoarahinomanana (LAM) gque es

respuesta seleccianamas a

tubsrculosiE ¥ al Glicollipido fendlico |

compartida con M.
La seleccidn fué hecha on

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

que guardan con la molécula

base a la semejanza estructural
de! LPS, y Bi ésta, es e! inductar prototipoc para el estudio
de |a produccidn de [1-1, w! razonamiento ldgico fué, que
las fracclones involucradas en este efecto, fueran parecidas
puvede ocbhsarvar en el easquena

estructuralmente, cowmo se

sigulente.

ESTRUCTURA BIOQUIMICA

LPS

(B-hidroximinls tico] .

[Heptosa) [Heptosa) |Acide Octulesdnico) -

GLP-1
(3,6'0Me~-Gluc) (OMe-Raam] [Ome-Rham] (Gpo. Fenol) -|{Piiocerol).

ACIDOS MICOSERICAS

LAM
(6" OMe-blannosal (Mawosa) (Arabinesa) --|(0ctadecancato].

L
GLicerol
Inoditol
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Notese el parecido de la estructura lipidica central a

la que se unen Jdiferentes carbohidratos terminales tales
cama 0O-metil-Glucaosas en GLP-1 y [D-Meti!-Manosa en LAM.
¢tra raztn por la ocual se selecciong al GLP-1, e85 prorque
Blogm ( 42 1, Modlin ¢ &0 ) ¥y Hunter ( 61 ), publicaron gue
esta molé&cula estaba relacianzda <con |a activacidn de los
linfocitos T supresores. en log pacientes leprematosos.
También al ser exclusiva del M, leprag B9 osgtd utilizando
como antigeno en las pruebas seroldgicas para el diggndstico
de lepra. ¥ya gque los antizuerpos contra GLP-1, no se esn-
cuentran en Fuietos sanos ni pacientes con otiras micobac-
tericdsis ¢ 62 v 63). Encontramags que a la dosis de 1Qug ,
tanto LAM como GLF-1 estimulan a los macré&fages a praducir
{1-1, siendo wejor induector ei GLP-1. Por lo tanto demos-
tramos que estas fracciones purificadas de M. tuberculesis ¥y
M. lepras, son inductoras de |1-1. Firnalmente, at prekar
diferentes dosis de GLP-1, que &n tecgrisa representarian las
concentraciones intracelulares relacionadas con el incremen-
to del ndmwero de bacilos infectantes, logramos demostrar que
esta molécula es una fraccidn responsable en H. leprae, que
induce la produccién de ITl-1 espontdnea vy le confiere al
bacilo 1la caracteristica de la relacidn ddgsis-respuesta.
Asl, cypndo el M. leprag y parssita a los macrofages. los
bacilos completos, sus fragmentos yfo la fraccidn soluble

glicolipida-fendlica, los mantienen activados y liberando
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I1-1, tantc a lgs macrdfagrns parasitados com:l a los mona-
cltas en circulacian.

—a brisqueda de plasmidos

m

n M. leproe como poasibles

raspansables de! comportamien*o del macrefago en cuanto a la

produccicon de [l1-1, no re=u!t® positiva, va gue no se logré
demostrar su presencie. Con ellc na pcdemaos concluir gue no
existan. e pocstula Asto pcrgue con las técnicas utilizadas

Y modificadas para tal efectu, se pudieron evidenciar plas-
midoes en M. tuberculpsis. k] razonaniento qus nez ~onduic a
peENSAar en la erxistenclia de este factocr ewxtracromosonico fug
que, tal vez las diferercias en el camportamiento del sis-
tema inmune del huésped 3 la infeccidn, entre los pacientes
ccn lepra tuberculoide v ‘epra lepromatcsa. se debie-an a
difererncias gené&ticas en Jos bacilos, que les permitieran
su persistencia intracslular y por consiguien-e la altera-

cidn de .05 macrolagos. Es protab'e que las diflcultades
técnicas y del padecimiento en si, nc proporciconen las
condiciones adecuadas para su demostracidan, porgque se  re-
quiere de una buena cantidad de bacilos vivos v en {ase de
crecimiento logaritmico. Esta situacian por el momerto no
es pesible, vya que ro existe forma de cultivarlo in vitro.
Sdlo el M. leprag ~ultivado en armadillo pudiera tener las
caracteristicas de crecimienta. Por ~tro ladn, los pacien-

tea con lepra tuberculoides son poce baciliferos, por loc que

no se podria obteoner &) namgro He bacllos suficientes para

comparar los resultados.
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Con esta Informacidn demostramos que:

1.~

La liberacidn de [(1-1 estimulada con LPS (estimulo
maxima) en !os macrofagos de los pacientes c¢on
lepra lepromatosa est&8 disminuida, pero no es
estadisticaments significativa.

La liberacidn espontanea de 1I[1-1 por |08 macrd-
fagos de los pacientes con lepra lepromatosa es
mayor que |a producida por lag <élulas de los
sujetos sanas.

Esta liberacidn espontanea de [1-1 por los wacrd-
fagos de |los pacientes con lepra lepromatosa,
parece estar relacionada <¢on el grado de infeccion
For e! M, leprae

Existe una releciédn muy directa entre el nimero de
bacilos de M, leprae ¥y 13 produccidn de 11-1,
ofecto no observado con las otras Micobacterias.
Esta liberaciom continua de [1-1 por el N. leprae
parece estar mas relacionada con la presencia del
Glicolipido-fendlice 1 (GLP-1), componente ex-
clusivo de la bacteria, que ¢on Lipcocarabinomanansa
(LAM), componente compartido con otras Micobac-
terias.

La produccidn de [I1-1, tanto de los macrdfagas de
los pacientes logpromatosags c¢como de los suljetos

sangs, e% directamente proporcignal a la concen-

‘tracien el Glicolipido fendlico | (GLP-1).
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Con la demostracidn del incremento en la liberacidn
espontAnea de I11-1 por macrofagos de pacientes con lepra
lepromatosa, ncs planteamos lz  pregunta de cual o cuales
serian las consecuencias de su liberacidn. Sabemos que su
primera funci#én conocida dentro dei sistema inmune, fué la
de su capacidad de potenciar la proliferacidn celular de los
linfocitos T estimulados con mitdgenos (167, Sin embargo,.
sus efectos bioltigicos sobre otras células del organismo nos

proponen posibles explicaciones a las alteraciones patologi-

cas de esta enfermedad. Pcr ejemplo:
1.- Los pacientes can lepra lepromatcsa reactiva
tienen fiebre. Se ha demostrado que la [l-1 es el

pirdgeno enddgeno que estimula el centro termo-
rregulador del hipotalamo. ( 32 )

2.- Los pacientes con lepra lepromatosa tienen hiper-
gamaglobul!inemia. La Il1-1 estimula la activacidn
paliclonal de los linfocitos B ¥y por ende la
produccidn de niveles elevados de anticuerpos !gG
en el suero ( 25 3.

3.- Los pacientes con lepra lepromatosa reactiva
presentan vasculitis por complejos inmunes, que atl
ser fagocitados por los macrdfagos no parasitados
liberan m&s I1-1. Esto e 1o que se conoce como

fendmeno de Lucio (84).
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Los pacig@ntes cnn lepra .epromatosa reactiva
presentan un estado de hicercatabolismo., Tanto la

'1-1 comag los macrétfages ac-tiveados incrementan 1a

produ=2i{in de Czques*ins - factor de ne~rosis
tumecrTal! FNFY, YLos pacierntes presentan anarexia y

pérdida de pes>s (781,

Las [esiones de j0z pacientes lepromatosos presen-
tan degradacidn de la matriz interselular v acdmu-
lg de fibroblastos. La I1-1 activa a celulas del
tejidc conectivo. 3 ~élulas eridoteliales y fibra-
blagtos (26,30.32).

Las lesiones nodulares de los pacientes leproma-
toeos presentan macréfagos repletos de bacilogs vy
rocdeadss de fibroblastos. La [1-1 activa Ia
proliferacién de fibroblastgs y produccidn de
colazena (311,

Laoas pacientez <con tepra lepromateosa reactivs
presentar en su suverg protelinag reactantes de facse
agada, La !1-! incrementa la sintesis de astas
proteinas por activacicen de les hepatocitas (270,
Los pacientes zon lepra lepromatosa Teactiva
Presentar cefales, dolores musculares y artral-
gias. La I!1-1 activa la !iberacitin de prostaglan-
dinas‘que incrementan la inflamacién y tienen

afecto antiproliferativo para |infocitos ( 28.64)



67

Todo gsto spava la profpeoecicisn planteada, de que la
INTERLEUCINA-1, en partes e= responsable de las alteraciones
y dafo tisuvlar en lewrzs lepromatcsa v por lo tanto eoxplica
parte de |la [(NMUN"PATOGENIA. Por otro lado, los datos
presentados en esta ‘esis, demuest-an que no existe defi-
clencla en la wroduccidn de !1-1 y aclara que |a surussta
disminucidrn de 11-1 gn-orirade wor otros autores, es sdlo

aparente.

LPor qué si hay [1-1, macrdfagos ¥ antigenos no se des-
pierta la respuesta inmune celular especifica ? Es prohable
que Ja [!-1 extracelular intervenga principalmente en las
otras funciones bidlogicas que son relevantes para los
procesos de inflamacion v cicatrizacidn. 3e ha planteado
recientemente que 13 11-1 de membrana es la més importante
para la activacidn de los linfocitos T. asi como su logall-
zacidn ¥y distribucidn intraceluiar dentra de monacitos ¥y
macrdfagas (69%,66). Esteo nos abre otro gamino para “uscar
51 @xiste un defecto en la produccidén de (1-1 de membrana
como pogible explicacion de la ausencia de la respuesta
inmune celular o un defecto en la produccion del recep?ar

de 11-1 (§7,68),

Como ge =abe, la funcidn de presentacidn del antigeno
o5 una funcidn relaciaonada al complejo mayor de histocom-

patibilldad (CMH). =asi comc también lJa regulacisn gzen#tica
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para la resistencia 3 Fatdzenos intracelulares (69).

Van Eder (70.71)., renorta aue hay cierta correlacidn entre

]l HLA-DR3 v el derarro 1= de lepra tuberculoide y HLA-MTL y

lepra lepraomatnza. Sir embarzo, la relacidn entre las

moléculas de 13 clase '] del CMH v ta respuesta inmure no ha
Eido ccmprobada nil a traveés del DR3R, aunzue se ha postuiado

la existencia de un determinante gn la mol&cula de la clase

Il restringido a la supresitn especifica para M. lepras

tGemes Is: (72,73,



Con

congluir

CONCLUSIONES

los resultadas =btenidc=s en este trabajo =e puede

que las aportaciones nuevas en el estudis deo 1a

particivacion del! macréfago en 1a enfermedad iepromztosa,

son las siguientes:

No existe una deficienciz en i3 produccidn (sinte-
=i vy liberacien) de IL-1 en los pacientes lepro-

matases,
LLos macrafagos de los ovacientes con lepra leproma-
tosa, Iiveran esponténeamente mas I[!-1 que los

paclentes con levra tuberculaide.

l.a produccidn de [1-1 esta relacionada directa-

mente corl ! namera de bacilnos infectantes de
M. leprae.

l.os compuestos Lipoarabinamananas (LAM' y Glizeoli-

pides ferdlicnes (GLP-13, componentes estructurales

de l'as micobacterias,. son inductures de ta
produeccicén de 1'-i.
La produccion proporcinnal de (1-1 est&d mas rela-

cionada con e! Glicelipido fenslico I, componente

69
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exclusivo de M, lepraa =ue con Lipoarabhinomanas,

componernte compartide entre las Micobactegrias.
E! conocimiento actual sobre los efectos biaold-
gicgs de la 11-1 nos ayudan a explicar parte de la

inmuropatogenia de 13 enfermendad.

estos resultados surgen nuevas iInterrogantes que

deberan ser estudias en este campo

s I1-1 liberada espantaneamente podra& ser detec-

tada en @l suero de los pacientes lepomatosos?

élLa presencis de [1-1 espontAnea padra utilizarse
como un Indicador de la enfermedad infecciosa

activa?

ilas diversas manifestaciones bLiloldgicas de la
I11-1 dependen de rangos diferentes de afinidad
entre los receptares de [1-1 en las celulas blanco
gl tipo de |1-1 (alfa ¥ beta! y/ao la concentracitn

liberada 7

LExiste tambilién la liberacivn de otros factores
derivados de lgs mecr&fagos activados con funcldn

suprescora especifica ?
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LEs  la tnmunosupresian desarroliada en éstos
pacientes es un defecto de la presentacidn de

antigenos especificos de] M. lepras por  los

macro&fagos?.

{Existe realmente una disfuncidn del macrofago en
la lepra lepromatosa o es un problema _de super-

activacidn y deteriaro metabdlico?
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