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INTRODUCCION

Aspectos epidemiolégicos de la Lepra. - La Lepra es una enfermedad
granulomatosa crénica producida por Mycobacterium leprae , que es un
bacilo no cultivable en medios sintéticos, con caracter intracelular y que
afecta a mas de 10 millones de personas alrededor del mundo. De ellos,
cerca del 62 % estan en Asia y 34 % estan en Africa, donde la enfermedad es

tres veces mas severa. El resto de los pacientes con Lepra se encuentran en
Ameérica, en particular en los paises en vias de desarrollo. En todos ellos es
necesario poder realizar un diagnéstico temprano y preciso con el objeto de
prevenir la transmisién de la enfermedad.

L.a transmision de la Lepra es de persona a persona. Existen suficientes
argumentos para pensar que esta transmision se realiza a través de la piel
intacta o a través de la inhalacion y deposito del bacilo en la mucosa nasal
intacta o por lesiones en la piel como las provocadas por las picaduras de
artropodos. No existen conclusiones definitivas acerca de cual sea el
mecanismo mas frecuente, quiza la hipoétesis mas aceptada es la de los
bacilos expelidos en las secreciones nasales de pacientes con enfermedad
activa, dichas secreciones expelidas se impactan sobre fa mucosa nasal de
otro individuo no infectado. .
No obstante que la enfermedad se presenta predominantemente en
humanos, en 1975 se demostré que también se presenta de manera natural
en armadillos ( Dasypus novemcinctus ). También se han encontrado casos

espontaneos de lepra en monos mangabey (5,55,117).
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Caracteristicas clinicas de la Lepra .- Las caracteristicas clinicas de la

lepra pueden ser agrupadas en tres:
a) caracteristicas debidas a la proliferacion del bacilo.
b) caracteristicas debidas a la respuesta inmune del huésped contra el bacilo.

c) caracteristicas relacionadas con la neuritis periférica causada por los dos
primeros procesos mencionados.

La lepra siempre afecta a los nervios periféricos, casi siempre a la piel y
frecuentemente a las mucosas, los tres signos cardinales de la lepra son:
lesiones en la piel, anestesia de la piel y nervios periféricos alargados. La
mayoria de los sujetos ain en zonas endémicas resisten a la infeccion por
M. leprae , aunque hay que tomar en cuenta la resistencia que el propio
bacilo desarrolla a los tratamientos quimioterapéuticos (10,42). Se afirma, que
de 200 individuos que se infectan con el bacilo sélo uno desarrolia la
enfermedad (55,117). Los pacientes con lepra presentan un amplio y bien
conocido espectro de manifestaciones clinicas que incluyen a la forma
indeterminada de la lepra y a los polos de la enfermedad: la lepra
tuberculoide (LT), con un buen prondstico, asi como la lepra lepromatosa
(LL), con un mal pronéstico. Por ultimo, cuando las caracteristicas de la lepra
LL o LT no se encuentran bien definidas se ha establecido que ese grupo de
pacientes cursa con formas de lepra limitrofe (55,109,117). Los individuos
que son incapaces de resistir la infecciéon por M. leprae cursan por un
periodo de preincubacion muy variable en tiempo, que frecuentemente oscila
entre dos y cuatro afios. Esos pacientes cursan entonces por formas de
Lepra indeterminada. El signo mas temprano de la lepra indeterminada
consiste en la aparicién de algunas zonas de la piel hipopigmentadas con una
pérdida discreta de la sensibilidad confinada a la lesidn, la histopatologia de
la lesién muestra dermatitis créonica no especifica con infiltrados de células
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esparcidas alrededor de |la dermis. La presencia de bacilos acido-alcohol
resistentes en forma de un infiltrado selectivo en las intersecciones nerviosas
es un signo diagnostico. La lepra indeterminada tiene un curso variable, pero
se observa que tres cuartas partes de los pacientes curan espontaneamente;
algunos casos contintian presentando la forma indeterminada de la lepra por
largos periodos de tiempo y algunos progresan a algunas de las formas
establecidas de la enfermedad, mencionadas anteriormente (55). La LT, es
la forma localizada de la enfermedad. Los pacientes con LT presentan muy
pocos (a diferencia de los LL) o ningan bacilo en las lesiones, su imagen
clinica esta integrada por una combinacién entre la baja proliferacion de los
bacilos y la "buena" respuesta inmune del paciente contra el bacilo. De una
manera caracteristica, los pacientes con LT presentan unas cuantas lesiones
bien circunscritas en la piel con anestesia profunda de la zona afectada,
puede existir también un engrosamiento de los nervios periféricos en la
vecindad de la o las lesiones. Histopatoldgicamente como se menciond, hay
escasos bacilos en las iesiones o ninguno, existe un granuloma bién
organizado constituido por células epitelioides, rodeados de linfocitos asi
como de células gigantes multinucleadas de Langhans, este granuloma
envuelve la capa basal de la epidermis.

La LL es la forma anérgica de la enfermedad, M. Leprae prolifera
abundantemente en los diferentes tipos de lesiones de la piel, estas lesiones
pueden ser difusas, generalizadas o nodulares (lepromas) y se distribuyen de
una manera simétrica. Los lepromas de la piel pueden llegar a contener

10x'® bacilos por gramo de tejido.

Caracteristicamente, las lesiones lepromatosas se desarrollan en las zonas
mas frescas de la piel debido a que al parecer, M. Leprae crece mejor a bajas
temperaturas, de tal forma que: el tercio anterior del ojo (y no los dos tercios
tibios), la mucosa nasal (pero no la mucosa oral que no es enfriada por el aire
inspirado) y los nervios periféricos,que inervan las areas mas superficiales
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(las zonas del antebrazo y las piernas), son los mas afectados por la infeccién
progresiva. Incluso existe un patron caracteristico de pérdida de la
sensibilidad debido a la afectacion de las fibras nerviosas de la piel en la
lepra lepromatosa avanzada (114). En la LL existe una carga bacilar
caracteristica lo cual causa una gran acumulacién de macrdfagos necesarios
para intentar contenerlos. Este fenomeno es una caracteristica
histopatolégica de las lesiones lepromatosas que se caracterizan por la
presencia masiva de macréfagos con gran niimero de bacilos y de lipidos en
su interior, los cuales cuando se tifien con hematoxilina-eosina tienen
apariencia espumosa. Estos macréfagos espumosos pueden llegar a ocupar
hasta el 90 % de la piel, la acumulacion de células espumosas estan
separadas de la epidermis por una zona clara. Por Gltimo, la lepra limitrofe
comprende a aquellos tipos de la enfermedad entre la LL y la LT. La lepra
limitrofe media es muy rara e inestable. Un paciente que sufra de este tipo de
lepra, puede desarrollar caracteristicas clinicas, bacterioldgicas e
histopatolégicas que se asemejen a la forma de LT de la enfermedad, en este
caso se afirma que se trata de un paciente con lepra limitrofe en mejoria. De
manera opuesta, si las manifestaciones antes descritas se acercan mas a la
LL, se afirma que el paciente es un caso de lepra limitrofe que empeora,
(65,109,117). Estas manifestaciones de la lepra aparecen en cerca del 50%
de los pacientes, se deben a la respuesta inmunoldgica del huésped al bacilo
(49,125) y son basicamente de dos tipos: La tipo 1 o reaccion reversa, es el
resultado de una reaccién de hipersensibilidad retardada y afecta desde
pacientes con lepra limitrofe hasta pacientes con LT. Se caracterizan por
edema y eritema de las lesiones preexistentes y por la tendencia general del
paciente a mejorar. Las reacciones tipo 2 o eritema nodoso leproso, se
caracterizan por tener manifestaciones de hipersensibilidad tipo Arthus y se
observan frecuentemente en pacientes limitrofes y con LL, quienes
desarrollan una importante sensibilidad en la piel, nédulos eritematosos de la
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piel y fiebre. Ambos tipos de reaccion pueden involucrar a nervios periféricos,
sin embargo, esto parece ser mas frecuente en pacientes que sufren la
reaccion tipo 1. Las reacciones tipo 2 pueden desarrollarse en cualquier tejido
que contenga antigeno del bacilo de la lepra; de tal forma que las lesiones del
eritema nodoso leproso no estan confinadas a la piel y pueden afectar a: ojo,
articulaciones y a la mucosa nasal. Histoldgicamente las reacciones tipo 1
consisten de un edema con datos de lepra limitrofe o LT. Si el resuitado de la
reaccién tipo 1 es la mejoria, es posible encontrar un incremento temprano
del nimero de linfocitos en el sitio de la lesion. En las lesiones tipo 1 severas,
puede llegar a ocurrir necrosis del tejido. Las reacciones tipo 2 se
caracterizan por la presencia de neutréfilos y datos histopatologicos de lepra
limitrofe. Por otro lado, es posible observar vasculitis de arteriolas y vénulas

en cerca de la mitad de los casos, (27,55,99,117).

Estructura de la pared celular de M. leprae. - Los microorganismos
patogenos han desarrollado caracteristicas que les han otorgado ventajas
para sobrevivir ain en presencia de la respuesta inmune del hospedero
(36,38). Ejemplos de lo anterior pueden ser la liberacion de exotoxinas o
sustancias capaces de modular la respuesta inmune inducida
especificamente en el huesped. Las bacterias intracelulares como M. leprae
caen en la segunda categoria, pues su sobrevivencia depende del
mantenimiento de un ambiente estable dentro del macréfago capaz de
responder a las senales del linfocito T. Los mecanismos de como la
micobacteria produce tal modulacion de la respuesta inmune del huésped,
s6lo pueden conocerse si se analiza la estructura y el metabolismo del agente
patoégeno.

Mientras que muchos componentes celulares parecen ser Unicos de M.
leprae, el analisis quimico de su pared celular ha demostrado que es muy
compleja, debido en parte a su contenido de macromoléculas ricas en lipidos,
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comun a todas las micobacterias (9,14,132), asi como la presencia de
peptidoglicanos, sin embargo, existen algunas diferencias importantes entre
ellas, especiaimente el acido mesodiaminopimélico que se encuentra unido a
un tetrapéptido que permite el entrecruzamiento del peptidoglicano, a través
de los residuos adyacentes del acido o a través de los residuos del acidoy la
d-alanina (8,74,103).

En el caso de M. leprae a diferencia de otras micobacterias, el tetrapéptido
del peptidoglicano contiene glicina en lugar de alanina. Se piensa que dicha
sustitucion, pueda proveer alguna ventaja en la patogenicidad de M. leprae,
por ejemplo, incrementando su resistencia a la degradacion, sin embargo, es
muy poco probable gue la mencionada sustitucion afecte las propiedades de
adyuvante de la region del muramil dipéptido encontradas en todos los
peptidoglicanos bacterianos, incluidos los de M. leprae (128).
Covalentemente unido al peptidoglicano se encuentra el complejo del acido
arabinogalactano-micoélico, el cual constituye aproximadamente el 70 % de la
masa de la pared celular y forma una regién externa anfipatica al
peptidoglicano. Los polimeros de arabinogalactano estan constituidos por
arreglos lineales de D-arabinosa y D-galactosa, con apéndices de D-
arabinosa extendidos

lateralmente (2,6,25). La ausencia del L-isdbmero mas comun de arabinosa en
la pared micobacteriana sugiere una mayor resistencia a la degradacién por
enzimas del hospedero, contribuyendo asi a la persistencia del material de la
pared en la célula huesped aun después de la muerte de la micobacteria. Los
acidos micoélicos, se encuentran esterificados a la arabinosa terminal, lo cual
contribuye a la hidrofobicidad de la pared de M. leprae (3,7) en donde
existen dos grupos de acidos micélicos, los aifa y los beta micolatos, los
cuales pueden ser usados con fines taxonémicos para distinguir a M, leprae
de otras micobacterias (52,65,88). Mientras que los peptidoglicanos, los -
arabinogalactanos y los micolatos contribuyen significativamente a la
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integridad estructural de la pared celular de M. leprae y otras micobacterias,
parecen no jugar un papel sobresaliente como inmunégenos, en vez de ellos,
otros compuestos como glicolipidos (27,65) glicopeptidolipidos (17,18),
mezclas de lipidos complejos (35), y la tetrahelosa que contiene
lipooligosacaridos (59,60,61) se han reportado como componentes
inmunolégicamente activos de la micobacteria.

El componente inmunodominante mas notable es el glicolipido fendlico |
(PGL-), el cual se ha demostrado que es especie especifico e inmunogénico
durante la infeccion con M. leprae (19,133).

La estructura general del PGL-| fué establecida por Brennan (17, 62) y esta
constituido por una molécula de trisacarido compuesta de 3,6-dimetil-beta-D-
glucosa (1-4) 2,3-dimetil-alfa-L-9 ramosa (1-2) 3 metil-alfa-L-ramosa unida a
ptiocerol a través de un grupo fendlico. El azicar terminal 3,6-dimetil-beta-D-
glucosa, constituye la region mas inmunodominante del trisacarido junto con
el pentltimo componente 2,3-dimetil-aifa-L-ramosa completando el epitope
nativo (61). El PGL-| parece estar asociado a la parte externa de la superficie
de M. leprae (14, 133) y ha sido aislado de bacterias purificadas asi como de
tejido infectado en concentraciones relativamente aitas. Los datos en
conjunto sugieren que PGL-I, puede representar la capsula de M. leprae, lo
cual puede ser un factor de virulencia clave constituyendo una interfase
importante entre el hospedero y el parasito, este hecho pudiera ser critico
para el mantenimiento de la parasitosis. La inmunogenicidad de PGL-I
durante la infeccion en humanos y otros animales ha sido firmemente
establecida (41), aunque no se ha definido su papel en los diferentes estudios
de la enfermedad ni existen datos comparativos con respecto a otros
glucolipidos extracelulares (14).

Mas recientemente Hunter y Brennan (58) aislaron y caracterizaron un grupo
de lipopolisacaridos fosforilados de M. leprae que contenian arabinosa y
manosa. En otros trabajos sobre la misma fraccion rica en carbohidratos de
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micobacterias (14) y en particular de M. leprae (11), se logro establecer la
reactividad seroldgica del componente arabinomanana pero no su
localizacion celular.

En un detallado estudio de Hunter y su grupo (69), se establecié que el
componente serolégicamente activo, Iipo‘arabinomanana B (LAM-B) estaba
acetilado y contenia fosfatidilinositol y puede estar asociado a la membrana.
Se ha demostrado que LAM-B es altamente inmunogénico en la mayoria de
las infecciones por micobacterias, induciendo fuertes respuestas de
anticuerpos, pero debido a que LAM-B es comun a todas las micobacterias
no puede ser usado eficazmente para pruebas serolégicas para detectar una
infeccion temprana. Sin embargo, los datos sugieren que los altos niveles de
anti LAM-B estan correlacionados con altas cargas de bacterias en pacientes
con lepra (78). Esto hace posible la estimacion de la eficacia de la
quimioterapia por medio de un monitoreo de los anticuerpos séricos anti LAM-
B.

Antigenos proteicos de M. leprae. - La informacion inmunoquimica
combinada con los analisis de la estructura fina de la pared celular del bacilo
y de las moléculas asociadas, ha permitido conocer que la pared de la célula
esta esencialmente libre de proteinas y/o polipéptidos, pero debido a que
éstas juegan un papel principal en los sistemas bioldgicos, es obvia la
necesidad de encontrar el papel que juegan las proteinas de la microbacteria
en la patogenia de la lepra. El principal impedimento lo constituye el hecho de
que el bacilo de la Lepra no se puede cultivar en el laboratorio, por lo que la
cantidad de bacilos obtenidos y por lo tanto el material proteico para su
estudio es muy limitado. De hecho, antes del advenimiento de las técnicas de
anticuerpos monocionales y del ADN recombinante el estudio inmunoquimico
de las proteinas de M, leprae era dificil y complejo. La mayoria del trabajo
descriptivo se hizo obteniendo informacién mediante las técnicas como la

inmunoprecipitacion de proteinas y otros antigenos con antisueros
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policlonales y de inmunoelectroforesis en geles de agarosa de dos
dimensiones (55,70), sin embargo, la estrategia de trabajo mencionada no ha
producido los resultados esperados.

Recientemente, se incluyd el uso de "sondas" de anticuerpos monoclonaies
para identificar y caracterizar a los antigenos del bacilo. El primer anticuerpo
monoclonal reportado reconoce una proteina de 65 kD la cual parece estar
asociada a la pared celular de la bacteria, mediante estudios de inhibiciéon
competitiva se han encontrado hasta 14 epitopes diferentes (22,50,51), la
mayoria de ellos cruzaban y presentaban homologia con proteinas de 65 kD
de otras micobacterias. Se han realizado pruebas serolégicas en humanos
para detectar la presencia de anticuerpos contra esta proteina, encontrando
que los pacientes con LL tienen concentraciones importantes de dichos
anticuerpos (77).

La organizacion Mundial de la Salud ha descrito epitopes de reaccién
cruzada con otras micobacterias y epitopes especie especificos en M. leprae,
utilizando 20 diferentes anticuerpos monoclonales, los epitopes mencionados
parecen estar presentes en proteinas de los siguientes pesos moleculares:
12, 18, 38, 36, 55, 65, y 200 Kd (43). Sin embargo, aun no queda clara la
relevancia de estas proteinas respecto a la respuesta inmune que inducen
durante la infeccion en el humano. Parece obvio suponer que, al saber cuales
son las proteinas inmunogénicas para el huésped, se podran tener elementos
que lleven a la construccién de vacunas contra la lepra, pero se requieren
estudios detallados para definir la capacidad de estimulaciéon para las células
T y B de tales moléculas.

Por otro lado, a pesar de que se ha obtenido informacién importante acerca
de la pared celular del bacilo y de las estructuras asociadas, todavia no se
conoce el papel que ésta puede jugar en la expresion de su virulencia.
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Por lltimo, se requieren nuevas estrategias de estudio que permitan definir la
relacion entre estructura y funcion de tales proteinas, con el objeto de
entender mejor los mecanismos de patogenicidad de M. leprae.

Biologia Molecular de M. leprae. — Si asumimos que el tamafio del genoma
de M. Leprae fue alguna vez equivalente y similar en extension al de todas
las otras micobacterias, es decir alrededor de 4.4 Mb, entonces se puede
afirmar que los 3.3 Mb del genoma del bacilo de la lepra, es producto de un
decaimiento genetico importante (ver esquema). Ahora, si se analiza su
proteoma y si todo este genoma decadente fuera activo, resultaria que M.
Leprae tendria capacidad para expresar unas 3,000 proteinas, menos que en
el caso de M. Tuberculosis , sin embargo debido a la presencia de multiples
pseudogenes solo codifica 1,116 proteinas (21,30). Por otra parte, el analisis
del tamano del genoma y de la relacion de las bases guanina/citocina son
dos de las caracteristicas importantes en las bacterias, usadas en el analisis
filogenético de estos microorganismos. El analisis del ADN purificado de M.
leprae en relacion al contenido guanina/citocina y al tamario del genoma
indican que M. leprae también es diferente de otras especies de
micobacterias (16,21,28,32,62). El contenido de la relacién guanina/citocina
se ha establecido en 57.79 % comparado con el 65.61 % mostrado por la
mayoria de las otras micobacterias, otros datos como el nimero de genes
que codifican proteina en porcentaje y niumero absoluto, pseudogenes,
densidad genética, y el promedio de longitud de los genes en pares de bases
asi como el promedio de longitud de los genes no conocidos se muestran en
la tabla anexa.

La genética y la fisiologia de M. leprae que habian permanecido
inexplorados hasta el desarrollo de las metodologias del ADN recombinante,
revelan que existen productos génicos importantes en la micobacteria
relacionados con su funcién, lo que ha permitido conocer mejor el
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metabolismo de esta bacteria (28,30,64). Ademas, se han hecho algunos
analisis de proteinas antigénicas (22,135), asi como algunos estudios
taxonémicos entre especies micobacterianas semejantes.

Lo anterior fué posible en parte cuando se logré el cultivo de M. leprae en
armadillo (69), lo que permitioé tener grandes cantidades de bacterias a las
cuales se les puede extraer el ADN para recombinarlo, otro hecho importante
fué el advenimiento de las bibliotecas genémicas manipulables en otras
bacterias como E. coli, donde se logré expresar y estudiar los genes de M.
leprae y sus productos proteicos, con pequefios segmentos de ADN de M.
leprae que van de 4 a 20 kilobases que pueden ser manipulados de acuerdo
a las necesidades experimentales. Por ejemplo, un pequefio segmento de
ADN de M. leprae , localizado en un plasmido o bacteriéfago puede ser
acarreado por el vector hacia su transcripcion y la subsecuente traduccién del
ARN resultante que codifica una proteina importante. Dicha proteina puede
estar completa o incompleta, y es posible estudiarla de acuerdo a su
naturaleza, como enzima o como antigeno relevante. Tedricamente, se
podrian describir rutas metabdlicas completas implicadas en el crecimiento de
la bacteria y sugerir estrategias para el cultivo in vitro de M. leprae. Por otro
lado, seria posible identificar sitios blanco potenciales para los agentes
quimioterapéuticos con actividad contra M. leprae . Ademas, es posible
identificar proteinas inmunogénicas relevantes para la induccién de
proteccion en el huésped (vacunas) o en su caso proteinas implicadas en la
evasion de la respuesta inmune del parasito (55).

Dentro de las rutas metabdlicas que se han estudiado mediante bibliotecas
gendémicas de M. leprae, encontramos a la que utiliza las enzimas citrato
sintetasa y la dihidroquinasa sintetasa, estudiadas en el vector césmido
pHC79 y el vector plasmido pY A626 por el grupo de Clark-Curtis (28,64)
éstas se han expresado tanto en E. coli como en B. subtillis, los cuales
tienen el problema de ser fisioldgicamente diferentes entre si y con respecto a
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M. leprae, lo ideal seria poder cultivar a M. leprae in vitro para estudiar
directamente su metabolismo.

El otro avance significativo que ha tenido la biologia molecular en relacién a
M. leprae, ha sido la construccion de bibliotecas gendmicas en el
bacteriéfago lambda GT1 expresado en E. coli (135). En este sistema han
sido expresadas cinco proteinas de M. leprae, de tal forma que ha sido
posible estudiarlas en detalle (85,94,134). Por otra parte, se han clonado
segmentos de DNA del bacilo de la lepra que han dado informacién valiosa
de los importantes antigenos de 18 y 65 kD, los cuales parecen ser buenos
inmundgenos cuando se vacuna con M. leprae (94,95). La comparacion de
estos determinantes entre las diferentes especies de M. leprae, M. bovis,

BCG y M. tuberculosis han permitido establecer los antigenos de reaccion
cruzada entre ellas (124).

Estudios similares realizados con clonas de células T podrian dar informacion
valiosa relacionada con el reconocimiento de ciertas regiones de los
diferentes antigenos de M. leprae y otras micobacterias, las cuales pueden
ser importantes en los mecanismos de proteccion o supresion de la respuesta
inmune. Mas aln, secuencias de péptidos derivadas de ADN de las
bibliotecas genémicas podrian ser ltiles para estudiar la relaciéon de esos
determinantes con moléculas de clase | 6 Il codificados por el complejo
mayor de histocompatibilidad en estudios de presentacién del antigeno. Sise
llevan a cabo estudios de este tipo se podrian elucidar los mecanismos
moleculares de activacién de las células T que promuevan una RIC capaz de
proteger contra M. leprae (39, 55).

Por ultimo, la aplicaciéon de la biologia molecular puede ser Gtil para fines
taxonomicos, en donde se pueden apoyar las propuestas de subespecies
patdégenas con criterios moleculares, ya que hasta ahora s6lo se han tomado
en cuenta criterios basados en diferencias fenotipicas (30,55) por medio de
las cuales se afirma que esta representada solo el 20 % de la capacidad
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gendmica de un microorganismo, por lo que los principales genes que
codifican para proteinas reveladoras de la expresion patogénica no serian
detectados. En el caso de microorganismos que hasta el momento no son
cultivables in vitro como es el caso de M. leprae , se ha realizado ya en
principio un analisis detallado de los diferentes fragmentos del genoma de M.
leprae (30,44,102) con el objeto de poder asociar este conocimiento con su
fisiologia lo cual permitira incidir en el control de la patogenia de la lepra.
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Tabla anexa.- Comparacién de las caracteristicas del genoma de M. Leprae y M.

Tuberculosis (30).

Caracteristica M. Leprae M. Tuberculosis
Tamafio del genoma 3,268,208 4,411,532
G+C (%) 5§7.79 65.61
Genes que codifican proteina (% ) 49.5 90.8

Genes que codifican proteina ( No ) 1,604 3,959
Pseudogenes 1,116 6
Densidad genética (p de b por gene) 2,037 1,114
Promedio de la longitud de genes (p de b) 1,011 1,012
Promedio de la longitud de genes (p de b) 338 653

{no conocidos)

Respuesta iInmune a Bacterias Intracelulares. - La Respuesta Inmune
Celular (RIC) es la principal respuesta protectora en contra de bacterias
intracelulares como M. leprae. El primero en identificarla fué Georges
Mackaness en los afios 1950s, haciendo experimentos con L.
monocytogenes . La RIC consiste de dos tipos de reacciones que incluyen el
control de los microorganismos fagocitados como resultado de la activacion
de los macrofagos por citocinas producidas por células T, particularmente
Interferon gamma (IFN-gamma) (97,123) y por otro lado, la lisis de células
infectadas, accion llevada a cabo por linfocitos T CD8". Los antigenos

+

protéicos de las bacterias intracelulares estimulan tanto a las células T CD4
como a las células T CD8". Se presume que las células T CD4" responden a
antigenos liberados por las bacterias intracelulares que son internalizadas y
presentadas por las células presentadoras del antigeno (APC), en

17



Reconocimiento de Antigenos de Mycobacterium leprae; Islas Rodriguez Alfonso Enrique

combinacién con moléculas de clase |l codificados por los genes del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC). Un ejemplo de lo anterior lo
constituye el derivado protéico purificado (PPD) de M. tuberculosis. Los
antigenos como el PPD (118,132), estimulan la produccion de IFN-gamma
por las células NK y de |IL-12 por los macréfagos, ambas citocinas (IFN-
gamma e IL-12) inducen el desarrollo de células que a su vez secretan mas
IFN-gamma el cual activa a los macrofagos. Dicha activacidon provoca la
produccion de formas activas de oxigeno, oxido nitrico y enzimas que matan
a las bacterias fagocitadas. El IFN-gamma también estimula la produccion de
anticuerpos isotipicos (por ejemplo IgG2 en el ratén), que activan factores
opsonizantes del complemento para hacer mas eficiente la fagocitosis. Las
células que seretan IFN-gamma también producen TNF, el cual induce
inflamacion local. La importancia de estas citocinas en la inmunidad a
bacterias intracelulares ha sido demostrada en muchos modelos
experimentales, de tal forma que las sustancias que inhiban la sintesis de
IFN-gamma y TNF tienden a empeorar la RIC a estos agentes infecciosos.
Por ejemplo, las cepas de ratones Knockout, que tienen bloqueado el gene
para IFN-gamma y o el receptor para el TNF (p55), son extremadamente
sensibles a las infecciones a M. tuberculosis y a L. monocytogenes
respectivamente (34,81). Si la bacteria sobrevive dentro de la célula
fagocitica infectada y libera sus antigenos en el citoplasma, éstos se uniran a
moléculas de clase | del CMH expresados en la membrana e induciran la
activacion de células CD8+ citotéxicas (CTLs) que produciran mas IFN-
gamma lisando al mismo tiempo a las mencionadas células fagociticas
infectadas. Estos dos efectores de la RIC: macréfagos activados y CTLs,
actdan en concierto y pueden complementarse mutuamente. Ademas se han
realizado experimentos de transferencia adoptiva de células CD4"* o CD8"* de
ratones inmunizados con la bacteria L. monocitogenes a ratones normales,
los cuales se someten al desafio con la bacteria para determinar qué célula
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es la responsable del efecto protector inmune-especifico. A partir del
resultado de esos experimentos se ha concluido que ambas subpoblaciones
de linfocitos T, CD4"* y CD8", son necesarias para eliminar la infeccién. Las
células CD4+ producen IFN-gamma que activa a los macréfagos que quedan
listos para matar a las bacterias fagocitadas (81).

Las estrategias de algunos microorganismos para evadir esta fuerte

respuesta es muy interesante: L. monocitégenes produce una proteina, la
hemolisina, que permite a la bacteria escapar del fagolisosoma al citoplasma
del macrofago. Ahi la bacteria queda protegida de los mecanismos
bactericidas (especies de oxigeno reactivo) del lisosoma. La funcién de las
células CD8" en este caso es matar a los macréfagos que tengan a la
bacteria productora de hemolisina fuera del fagolisosoma. La activacion de
los macrofagos para eliminar a tas bacterias intracelulares también puede
causar dahno al tejido propio, manifestado como la tipica hipersensibilidad
retardada (DTH) a los antigenos proteicos de micobacterias como el PPD
mencionado anteriormente. Por otro lado, ya que las bacterias intracelulares
pueden evadir el efecto bactericida del macréfago, éstas persisten por largos
periodos de tiempo dentro de las células fagociticas causando una
estimulacion antigénica prolongada de las células T, que a su vez activan a
los macroéfagos. L.o anterior puede provocar la formacion de granulomas que
rodean al microorganismo infectante, dando a la imagen histopatolégica una
caracteristica tipica de las infecciones causadas por bacterias y hongos
intracelulares.

Esta reaccion granulomatosa puede ser titil en la contencion de los microbios,
pero frecuentemente esta asociada a necrosis y fibrosis del tejido causadas
por las enzimas de los lisosomas del macrofago, de tal forma que la propia
respuesta inmune del "huésped" es la principal causa del dafio tisular en las
infecciones causadas por bacterias intracelulares. El concepto de que la
inmunidad protectora puede coexistir con la respuesta de hipersensibilidad
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considerada como patolégica queda perfectamente ejemplificado en el caso
de enfermedades causadas por micobacterias, ya que ambas son
manifestaciones del mismo fenémeno inmunolégico.

Otra caracteristica importante observada en las infecciones causadas por
micobacterias, es la diferencia de patrones de respuesta inmune y un ejemplo
tipico lo constituye la lepra humana causada por Mycobacterium leprae, la

cual tiene dos formas polares aunque algunos otros pacientes caen dentro de
grupos clinicos menos claros de ia enfermedad. Los pacientes que presentan
la forma polar de la lepra lepromatosa (LL) presentan altos titulos de
anticuerpos pero una débil RIC a antigenos de M. leprae . La Mycobacteria
prolifera dentro de los macréfagos y se detectan muchos bacilos en los
examenes de especimenes obtenido de la cola de la ceja y del |6bulo
auricular. El crecimiento bacteriano y la inadecuada activaciéon de los
macrofagos producen lesiones destructivas de la piel y del tejido mas
profundo cercano a los huesos. En contraste, los pacientes que presentan la
lepra tuberculoide (LT) la otra forma polar de la enfermedad, tienen una
respuesta inmune celular relativamente "eficiente” con un titulo muy bajo de
anticuerpos. Este perfil de inmunidad se refleja en la tipica formacién del
granuloma alrededor de los nervios, dando lugar a la pérdida de la
sensibilidad con lesiones secundarias de la piel, pero con menos destruccion
tisular y con muy pocos o ningun bacilo encontrado en biopsias de ceja y
lébulo auricular (81).

Los mecanismos responsables de que la RIC no sea 6ptima en pacientes con
LL no son del todo conocidos. Algunos estudios indican que los pacientes con
la forma de LT de la enfermedad, producen altos titulos de IFN-gamma e
Interleucina-2 (IL-2) en las lesiones, mientras que los pacientes con la forma
de LL de la enfermedad parecen producir titulos de IL-4 e IL-10 relativamente

altos.
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Tanto la deficiencia de IFN-gamma asi como los efectos inhibitorios del
macrofagos causados por IL-4 e IL-10 pueden resultar en un debilitamiento
de la RIC en enfermedades crénicas como la lepra. Es también posible que la
forma de LL se deba a una anergia especifica de células T a antigenos de M.
leprae. Como se podria esperar, la inyeccién intradérmica de IFN-gamma,
tiene un efecto benéfico sobre las lesiones de [a piel de los pacientes con LL .

Evasion de las bacterias intracelulares a los Mecanismos
Inmunolégicos. - Un importante mecanismo de sobrevivencia de las
bacterias intracelulares es la resistencia que éstas presentan a su eliminacion
por los macréfagos. En especial las Micobacterias son muy habiles para
inhibir la fusiéon fago-lisosoma, quiza por medio de la interferencia del
movimiento del lisosoma (42,66). Particularmente, el glicolipido fendlico de M.
leprae funciona como un degradante de formas reactivas de oxigeno. La
mencionada produccion de hemolisina por las especies virulentas de L.
monocitogenes , le permiten escapar del fagolisosoma al citoplasma del
macrofago evadiendo asi, la accion mortifera de los macréfagos y pueden
también inhibir la presentacion del antigeno. La bacteria intracelular
Legionella pneumophila que causa la llamada enfermedad de los
"legionarios"” inhibe también la fusiéon fago-lisosoma, mutantes de ella que
pierden esta capacidad también pierden la virulencia. La instalacion de la
infeccion por estos organismos frecuentemente depende de los mecanismos

microbicidas de los macrofagos y de la resistencia microbiana. Por otro lado,
existen otros mecanismos de "evasion" de la respuesta inmune que ademas
de los ya mencionados pueden ayudar a que el agente infeccioso "burle" la
respuesta inmune (42). Recientemente se ha reportado que algunos parasitos
como Plasmodium son capaces de producir proteinas codificadas por
alrededor de 150 genes diferentes para evadir la respuesta inmune del
huesped, debido a que se producen las mismas variantes de la misma
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proteina. Un ejemplo serian las proteinas de adherencia a eritrocitos, las
cuales cambian su estructura antigénica una vez que se ha montado una
respuesta inmune contra ellos, haciéndose ésta totalmente ineficiente (98).

En este trabajo se sugieren otros posibles mecanismos de evasién de la

respuesta inmune.

Inmunologia de la Lepra. - Como se menciond antes, la infeccion activa del
hospedero producida por M. leprae se caracteriza por un amplio espectro de
manifestaciones histopatolégicas y clinicas asi como de las respuestas
inmune humoral (RIH) y celular (RIC). Los individuos con la forma de LT
manifiestan una fuerte reaccion de hipersensibilidad retardada a los
antigenos de M. leprae , pero producen una débil respuesta de anticuerpos.
Por el contrario, en la forma polar de LL existe una fuerte respuesta de
anticuerpos con una progresiva disminucion de la RIC que puede llegar a la
anergia. Para explicar lo anterior han surgido en la literatura algunas
hipotesis: La primera en tiempo esta relacionada con las células T supresoras
CD8 (12,79) a las cuales a pesar de demostrarse experimentalmente su
funcién, nunca se les ha podido demostrar su existencia en términos de la
descripcion de su mecanismo de accién a través del aislamiento de alguna
molecula (“supresina”) que explique su funcién. Otra hipétesis se basa en la
existencia de subpoblaciones de célula T cooperadoras. Desde 1985,
Mossman y Cofman y otros (92,111,112) han propuesto la existencia
fisiolégica (al menos en ratones) de subpoblaciones de células T
cooperadoras TH1 y TH2 que se regulan mutuamente. Las células TH1 se
caraterizan por secretar IL-2 e IFN-gamma asociadas con la RIC, mientras
que las células TH2 secretan IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 que participan en la
respuesta inmune humoral. Las células TH2, al secretar IL-4 e IL-10 regulan
negativamente la actividad de las TH1 las cuales dejan de producir las
linfocinas IL-2 e IFN-gamma, lo que se traduce en una deficiente RIC.
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Algunos estudios indican que las células linfoides obtenida de lesiones
cutaneas de los pacientes con la forma de LT de la enfermedad, producen
aitos niveles de RNAm para IFN-gamma e IL-2, sugiriendo una actividad tipo
TH1 (92) mientras que los pacientes con la forma de LL de la enfermedad,
producen RNAm principalmente para IL-4 e IL-10, como las TH2 (131), esto
apoya la idea del efecto regulador que tienen estas linfocinas en la respuesta
inmune en la lepra. Sin embargo, aunque se ha descrito la presencia de RNA
mensajero para IL-4 e IL.-10 (131) no se han encontrado niveles
significativamente elevados de estas citocinas (567). La existencia de un
patrén tipico de secresion de interleucinas y con esto, la division de los
linfocitos en TH1 y TH2 en lepra, es controversial lo cual sera analizado
ampliamente en la sesion de discusiéon (68,83,92,93).

Por otro lado, L.echler y cols (79), propusieron la existencia de células T
anergizantes con capacidad supresora en el humano, lo cual de algun modo
concilia la propuesta original de la funcién de células T supresoras. Mas
recientemente, el grupo de Lechier y el de Mueller e independientemente el
de Fitch (23,47,79) han obtenido células T especificamente anergizadas por
medio de anticuerpos anti-CD3 o antigeno soluble, en ausencia de células
presentadoras del antigeno. Al ponerse en contacto las células anergizadas
con sistemas de células respondedoras para el mismo antigeno, éstas
ultimas dejan de responder. La explicacién formulada por los autores es que:
la falta de cooperacion de la célula presentadora de antigeno determina que
la célula respondedora deje de ser sensible al estimulo antigénico. Por otro
lado, se plantea que la IL-2 producida por las células estimuladas puede ser
consumida por las células T previamente anergizadas impidiendo su
utilizacion por células respondedoras. Tanto la deficiencia de IFN-gamma y
los efectos inhibitorios del macréfagos causados por IL-4 e ILL.-10, como una
anergia especifica de las célula T a M. leprae podrian resultar en un
debilitamiento de la RIC en enfermedades crénicas como la lepra. Como se
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podria esperar, la inyeccion intradérmica de IFN-gamma, tiene un efecto

benéfico sobre las lesiones de Ia piel de los pacientes con LL .

Antecedentes Experimentales. - El grupo de trabajo del que formo parte ha
realizado experimentos en esta area desde 1985 a la fecha. Uno de los
primeros trabajos se refiere al estudio de algunos aspectos fisiolégicos del
linfocito T en pacientes con LL, analizando especificamente la presencia de
subpoblaciones de linfocitos con receptores para el FC de IgG en pacientes
con LL ya que Moretta (91) y Keller (67) habian sugerido que tales receptores
so6lo estaban presentes en los linfocitos T con caracteristicas supresoras, lo
cual no pudo sostenerse a la luz de la caracterizacion de marcadores de
superficie, sin embargo, cabe destacar que los pacientes con LL mostraron
cantidades de linfocitos T totales disminuidas, comparadas con las de
individuos sanos (36 % £ 3 vs 54 % * 2), lo cual era congruente con la baja
proliferacion de linfocitos frente al estimulo con concanavalina A, dichos
pacientes mostraron una mayor proporcion de linfocitos con receptor para FC
de lgG (15 % £ 3 vs 11 % % 1), (24). Precisamente una de las controversias
no resueltas hasta el momento es la de la existencia de una subpoblacién de
linfocitos T supresores, ya que como se ha discutido antes, no ha sido posible
encontrar un marcador de superficie caracteristico o definitorio de una
subpobiaciéon de células T supresoras. Por otro lado, la existencia de dos
subpoblaciones de linfocitos CD4 funcionalmente diferentes (TH1, TH2) en el
modeio murino, sugeriria que bajo ciertas circunstancias su funcién pudiera
resultar antagénica (92). Sin embargo, la existencia de estas subpoblaciones
de linfocitos CD4 no ha quedado resuelta sobre todo en los humanos, no
obstante que el grupo de Modlin, Bloom, Yamura y Salgame (14,12,131) y por
otro lado Mossman y Coffman, (92,93) aseguran que la division de las células
CD4 en TH1 y TH2 es real, basandose en el hecho de que en linfocitos
obtenidos de las lesiones leprosas de pacientes con LL es posible encontrar
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RNAm para IL-4 aumentado, asi como en el analisis no confirmado por otros
investigadores del perfil de produccién de citocinas de células de pacientes
con LL. Por su parte Othenhoff y Mutis (96, 100) han encontrado que, lineas
de linfocitos citotéxicos CD8 humanos, secretan IL-4 tal y como se plantea
que ocurre con las células TH2. Uno de los objetivos secundarios de este
trabajo es saber si los linfocitos de pacientes con LL secretan niveles altos de
iL-4. En cuanto a la respuesta proliferativa de linfocitos T obtenidos de
pacientes con LL, nuestro grupo demostré que al parecer la respuesta
inespecifica a mitbgenos policlonales (Con A) también se encuentra
disminuida, lo que sugiere que la aiteracion en la respuesta inmune en dichos
pacientes no es antigeno especifica ya que otras poblaciones de linfocitos no
relacionados son igualmente incapaces de proliferar frente a un estimulo
mitogénico (63). En este mismo trabajo se encontré que la causa de la baja
proliferacion frente al estimulo descrito con Con A era la baja produccién y/o
liberacion de IL-2, ya que al probar el sobrenadante de los cultivos de
linfocitos T de pacientes con LL estimulados previamente con Con A, no fue
posible estimular el crecimiento y proliferaciéon de linfocitos de la linea de
células CTLL-2 dependiente de |IL-2 usada como bioensayo.

Lo anterior podria deberse también a la ausencia del receptor para IL-2 (riL-2)
en la superficie del linfocito T de estos pacientes. Sin embargo, se demostré
que el receptor para IL-2 si esta presente, ya que al adicionar IL-2 de una
fuente exégena, a linfocitos de pacientes con LL provenientes de un cultivo
primario, lavados y preparados para un cultivo secundario, éstos proliferan
igual que los linfocitos de sujetos sanos también provenientes de un cuitivo
primario (63). Lo anterior demuestra que en los lifocitos de pacientes con LL
aunque la IL-2 no se produce o se libera de manera no funcional el riL-2 si se
encuentra presente de una manera funcional. Para demostrar la presencia
fisica del receptor de IL-2 se empleod el anticuerpo monoclonal anti TAC,
gentilmente proporcionado por el Dr. Waldman (46), utilizando para elio un

25



Reconocimiento de Antigenos de Mycobacterium leprae; islas Rodriguez Aifonso Enrique

ensayo de inmunofluorescencia de linfocitos T de pacientes LL usando como
control linfocitos T de sujetos sanos. En este experimento practicamente no
hubo diferencia entre la poblacién de linfocitos provenientes de sujeto LL y la
poblacion de linfocitos proveniente de sujetos normales (46). Los resultados
anteriores sugieren que una terapia a base de IL-2 podria ser benéfica para
restaurar la respuesta inmune en pacientes inmunodeficientes como los
enfermos con LL.

Por otro lado, Mohaghegpour (89,90) propuso que el problema de no
proliferacién de los linfocitos de pacientes con LL, no se relaciona con una
baja produccién de IL-2 sino con una incorrecta expresion del riL-2 por lo
tanto la adicion de IL-2 de una fuente exégena no podria corregir la
proliferacion de los linfocitos provenientes de pacientes con LL.

Lo anterior se planteé como un impedimento estérico del receptor de células
T por fracciones antigénicas de M. _leprae (89), las cuales impedirian la
activacion del linfocito T. Sin embargo, la incubacion durante 24-48 horas en
medio de cultivo, permitia la liberacion de la fraccion antigénica del rlL-2 con
lo que restablecia la capacidad de respuesta del linfocito en presencia de
algun estimulo especifico o inespecifico.

Por el contrario, nuestro grupo encontré que al parecer no hay interferencia
del antigeno de M. leprae con el receptor de IL2 sobre la superficie del
linfocito T en pacientes con LL (45).

Con base en lo anterior, en el presente trabajo nos avocamos a estudiar el
efecto de la estimulacion de los linfocitos T del paciente con LL frente a

diferentes fracciones antigénicas de M. leprae .
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estudio de las fracciones del antigeno de M. leprae y su papel en la
modificacién de las sefales de transduccién del gene de la IL-2 ha sido
apenas abordado (4,44). Otro aspecto poco estudiado es respecto a la
identificacion de fracciones antigénicas de M. leprae que inducen la
proliferacion de células linfoides de pacientes con LL 6 de sus contactos y si
existe o no una relacion especifica entre antigenos de M. leprae y la
produccion de citocinas caracteristicas de células TH1 Y TH2. Paralelamente
a lo anterior, en los Gltimos afos ha habido un creciente interés en el andlisis
de proteinas secretadas o constitutivas de M. leprae , (29,49,60,118,119,125)
que inducen la formaciéon de anticuerpos en el individuo infectado y que
pudieran ser un marcador especifico de algunas de las diferentes fases de la
enfermedad (8,17,20,24,37,39,40,75,76,82,103,108,120,121,127,129,133).

Se han descrito en la literatura (15,17,563,55,76,110,116,118,120,
121,127,132), una gran diversidad de antigenos obtenidos de M.leprae con
diferente composicion biogquimica, los cuales son reconocidos por anticuerpos
o células T de pacientes con lepra o que inhiben la funcién de linfocitos T
humanos (20,48). Uno de ellos es el glicolipido fendlico (33,88,101,119), al
parecer importante en el diagndstico de las formas multibacilares de la LL
pero no de la forma paucibacilar de LT (563). Por otro lado, se han podido
definir qué antigenos de M. leprae son los mas frecuentemente reconocidos
por anticuerpos séricos de pacientes con diferentes formas clinicas de lepra
(17,26,73,76,127), lo cual podria ser Gtil tanto en el diagnéstico como en el
pronodstico de la enfermedad especialmente en aquellos casos de lepra
indeterminada en los cuales la presencia de anticuerpos dirigidos contra
fracciones antigénicas especificas de un estudio clinico (LL 6 LT) podria
predecir la evolucién hacia una forma de lepra tuberculoide o lepra

lepromatosa.
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OBJETIVO

E! objetivo de este trabajo es caracterizar de acuerdo al método descrito por
Larralde y cols., (72), marcadores serolégicos que definan las siguientes
condiciones: a) Paciente con LL., b) Individuos Contacto.

Posteriormente al tener una mejor idea de la relacion de los marcadores de
enfermedad, se determinara la respuesta inmune celular probandose esos
determinantes antigénicos en cultivos de linfocitos de pacientes con LL y de
sus contactos.

Finalmente se estudiara si dichas fracciones antigénicas son capaces de
inducir la proliferaciéon de células TCD4*, TCD8" en cuitivo, asi como la
inducién de la sintesis de IL-4 en esos linfocitos estimulados con PHA.
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HIPOTESIS

Los anticuerpos especificos presentes en el suero de pacientes con LL estan
dirigidos contra determinantes antigénicos definidos de M. leprae . Dichos
anticuerpos tienen una especificidad diferente a la de los anticuerpos anti M.
leprae encontrados en el suero de los individuos cercanos al paciente con LL.
Estas diferencias de especificidad permiten definir fracciones antigénicas del
bacilo, relacionadas con el proceso de enfermedad o con la exposicién al

agente infeccioso.
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MATERIALES Y METODOS

Individuos incluidos en el estudio, (suero).- Se incluyeron en total 45
pacientes: 20 hombres y 15 mujeres de entre 20 y 65 afos, del Instituto
Dermatologico de Jalisco, México, diagnosticados como pacientes con LL de
acuerdo a los criterios internacionalmente aceptados (109). Todos recibieron
un tratamiento irregular de entre 2 y 15 afios con 100 mg de dapsone por dia.
El suero de los pacientes con LL se colecté antes y durante el tratamiento.
También se colectd suero de 19 sujetos contactos de pacientes (10 hombres
y 9 mujeres de entre 20 y 50 afios de edad) y del grupo control (20 sujetos
clinicamente sanos), todos por puncion venosa. Todos los grupos de estudio
se aparearon en sexo y edad tanto como fué posible. Los sueros se dividieron

en tres partes y se congelaron a -20 °C. hasta su uso.

Antigenos. - Se utilizaron extractos sénicos de M. leprae cultivado en
armadillo que se prepararon de acuerdo al protocolo de Drapper publicado
por TDR/IMMLEP (130). El bazo de los armadillos que habian sido infectados
un afio antes con un leproma humano, se pesd, homogeneizb y resuspendio
en una solucién amortiguadora compuesta de 9 partes de NaCl 0.15 M, 1
parte de Tris base 1 My MgSO0O4 1M, adicionada de hidrocloruro de
benzamidina 1 mM en un litro de agua bidestilada. El tejido se homogenizo
con esta solucion (4 mt / g de tejido) utilizando un homogenizador-politron
(Sorvall Omminix). El homogenado se centrifugd a 10,000 x g durante 10
minutos, se separo el sobrenadante rico en glicolipidos especificos de M.
leprae , se resuspendié el sedimento a la misma relaciéon con la solucion
homogenizadora descrita y se recentrifugd. Se descart6 el sobrenadante y se
resuspendio el sedimento en solucién amortiguadora de lavado que consistia
de HEPES 0.15 M ajustada a pH 7.2 con NaOH y adicionada de MgSO, 1
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mM y 0.1 % de Tween 80 (peso/volumen). El procedimiento anterior se
realizé a menos de 100°C y la exposicion del homogenizado al medio no
excedié de 20 min., cada vez. Posteriormente, el sedimento se resuspendid
en una solucién amortiguadora de DNAasa que consistié de 0.1 % tween 80
preparado recientemente a partir de una solucion stock concentrada 10x, que
ademas contenia 1 ml de MgSO,4 1M y 20 ml de HEPES 0.15 M por litro, a un
pH 7.2. Se utilizé6 una proporciéon de 100 ml de esta solucion amortiguadora
de DNAasa por cada 25 g de tejido original, adicionando la enzima hasta
alcanzar una concentracion de 4 unidades por ml.

Se agit6 durante una hora a 20°C y se filtré a través de un filtro con un
contenedor de acero inoxidable.

Posteriormente se centrifugd a 10,000 x g por 10 min, el sedimento se
resuspendié en la solucion amortiguadora de Tween al 30% en una solucién
de Percoll (v / v), se usaron 100 ml de esta soluciéon por cada 25 g de tejido
original. Se distribuyd en tubos de centrifuga de 25 ml y se centrifugo el
gradiente de Percoll a 27,000 x g por una hora en un rotor de angulo libre. Se
colecté la banda correspondiente a las bacterias cerca del boton del fondo del
tubo el cual se resuspendié de nuevo en soluciéon amortiguadora de Tween,
lavando por centrifugacion entre 8,000 y 10,000 x g durante 10 min 3 veces.
El paquete se resuspendié en el menor voliumen posible de solucién
amortiguadora de Tween y se adicion6 a un sistema de sedimentacion
acuosa de dos fases, el cual consistié en 7 g de Dextran (T500 Pharmacia Inc
Chemicals Upsala Sweden), 4.9 g de polietilenglicol (PEG) 6000, 0.1 g de
polietilenglicol-palmitato (monopalmitato de PEG) y unos 70 g de agua,
permitiendo a los polimeros disolverse. Se afadieron 0.5 ml de NaCl 2M, 2 m!
de KOH 0.5 M a pH 6.9. El material con las micobacterias se agité bien y
después se separaron las dos fases en un matraz de separacién. Se separé
la fase superior y se diluyé en igual volumen de agua con Tween 80 al 0.1%.
Se colect6 y se lavé el material en solucién amortiguadora de Tween y el
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material de la interfase y de la fase inferior se descarté. Finalmente, los
bacilos purificados obtenidos se rompieron por medio de ultrasonido a 100
watts y se centrifugaron a 10,000 x g. Al sobrenadante se le determiné la
concentracion de proteinas y se ajustd a razén de 1,000 mg/ml (80).

Para los ensayos de proliferacion, se utilizaron los antigenos de 18, 28 y 65
Kda, gentilmente donados por el Dr. JJW. Rees (Clinical Research Centre,
Harrow, U.K.) y que corresponden al lote CD99, preparados de acuerdo al
documento del Immiep, de la Organizacion Mundial de la Salud: TDR/IMM-
LEP-SWG [5] 80.3, p23, 1980, en algunos experimentos se usaron los

antigenos electroeluidos en nuestro laboratorio.

Corrimiento del antigeno en Geles de Poliacrilamida e iInmuno-electro-
transferencia. - Los extractos sonicados fueron fraccionados en Geles de
Poliacrilamida-Dodecil sulfato de Sodio al 10% (PA-DSS) en condiciones
reductoras (71), a 150 V durante 60 min., usando el equipo para minigeles
(Bio-Rad Labs, Richmond, CA, USA).

La electroforesis en geles de PA-DSS constituye un método barato,
reproducible y rapido para comparar, semicuantificar y caracterizar las
proteinas de M. leprae. Este método permite separar los determinantes
antigénicos, basado en principio en su peso molecular: la adicién del DSS
permite a éste unirse a lo largo de la cadena polipeptidica de tal forma que el
complejo DSS-proteina reducida corre a través del gel de PA en funcion de
su peso molecular. La relativa facilidad de elaboracion de esta técnica de
geles de PA-DSS asi como la de transferencia de dichas proteinas (Western
blot) a papel de nitrocelulosa utilizando para ello un campo eléctrico, han
hecho de ellas una importante arma analitica en muchos campos de la
investigacion.

La tincion de los geles se realizé con Azul de Coomassie, que permite
detectar hasta 0.1 mg de proteina en una sola banda, quitando el exceso de

32



Reconocimiento de Antigenos de Mycobacterium leprae; Islas Rodriguez Alfonso Enrique

tincion con una solucién de metanol al 10 %, acido acético glacial al 10% en
agua. En algunos casos se utilizé tincion de plata a base de nitrato de plata,
lo que permite reconocer hasta 2 ng de proteina. '
Las proteinas fraccionadas fueron entonces transferidas a hojas de
nitrocelulosa de 0.45 mm (Bio-Rad) durante toda la noche a 4

mA. Esta técnica inmunoquimica {lamada inmunotinciéon, inmunoblotting o
Western blotting ha sido usada para detectar proteinas inmobilizadas en una
matriz de nitrocelulosa (126).

Para probar que la transferencia se realiz6 correctamente se procedio a tefir
reversiblemente las hojas de nitrocelulosa por medio de la técnica de amido
negro usando marcadores con peso molecular definido, se lavé en solucion
amortiguadora de fosfatos (SAF) pH 7.2, y se cortaron en tiras de 3x65 mm,
se colocaron en moldes individuales de plastico y se bloquearon con 5 % de
leche deslipidizada en SAF con tween 20 al 0.1 % Las tiras se incubaron
durante toda la noche. A continuacion se lavé 3 veces en SAF pH 7.2 y se
procedioé a incubar durante 1.5 horas con una dilucion 1:50 de cada suero, las
tiras se lavaron 10 min 3 veces, y se incubaron durante una hora con el
segundo anticuerpo anti humano producido en cabra y conjugados a
peroxidasa de rabano. A continuacion las tiras se lavaron tres veces, y se
adicioné el sustrato (diaminobenzidina), (Sigma Chem Co. St Louis MO, USA)
suspendido en 10 ml de SAF, 20 ul de H;02y 70 ml de una solucidon de
cloruro de calcio al 1 %, se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos
para permitir el desarrollo de color, la reaccion se detuvo lavando las tiras con
agua destilada y una vez secas, se fotografiaron antes de ser almacenadas.
La intensidad de cada banda fué determinada por dos escrutadores
diferentes y se clasificaron como altamente positivos (++), 6 ligeramente
positivos (+), el peso molecular de cada banda fué calculado de acuerdo a los
marcadores de peso molecular (Amersham) previamente incluidos en los
geles y transferidos a las hojas de nitrocelulosa (126).
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Elucidn Electroforética de las Proteinas de M. leprae - Se llend un tubo
de 160 mm con una solucion de acrilamida a una altura de 20 mm por
debajo de la boca y se esperé a que polimerizara. Este gel se utilizé como
soporte de los geles que contienen la banda de la proteina fraccionada (18,
28, 65 kD). Se enjuag6 la superficie del gel con la solucién amortiguadora
utilizada en la electroforesis y se precorrid (preelectroforesis) durante 3 horas
aplicando una corriente de 2 mA a cada tubo. Posteriormente se enjuagaron
con una solucién con Tris 0.025M, Glicina 0.075M y 30 % de glicerol (v/v) a
un pH de 8.8. (solucién I). En la parte superior del gel de soporte se coloco el
gel con la banda proteica evitando la formacién de burbujas y se le agrego
0.15 ml de la solucion I. El tubo se llené con una solucion de NaCl 2M
(solucion ll) evitando la mezcla de la 2 soluciones.

Una vez preparados los tubos de esta manera se colocaron en el aparato
para electroforesis lleno con la solucién utilizada en la separacion de las
proteinas. La electroforesis se realizé con una polaridad inversa (reversa,
contraria) (la camara superior conteniendo el Anodo) y la electroforesis se
realiz6 durante 120 minutos aplicando una corriente de 4 mA a cada tubo,
tiempo durante el cual la proteina migré desde el gel que la contenia hasta la
soluciéon I. El monitoreo de este proceso se realiza utilizando proteinas
marcadas con cromoforos o grupos fluorescentes como fue sugerido por Otto
(101). En lo casos en los que se agregoé SDS, después de la electroforesis se
formo6 un anillo en la frontera entre las soluciones | y ll, mientras que las
proteinas eluidas se encontraron de igual modo en la solucién |. Para
mantener el pequerio volumen de la proteina eluida y para minimizar la
contaminacion de la proteina con NaCl, la solucion Il se retiré con una jeringa.
Una vez retirado el gel que contenia la banda de proteina, el gel de soporte
se reuso 2 o 3 veces. Finalmente de hizo la determinacion cuantitativa de la

proteina recuperada (101).
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Analisis de Frecuencia de Reconocimiento Antigénico. - Para este
propoésito se utilizé el llamado Immunoplot (72). Este procedimiento, consiste
en graficar en ejes cartesianos la frecuencia de reconocimiento de cada
fraccion de antigeno de M. leprae por los anticuerpos presentes en cada uno
de los sueros en estudio, contra la frecuencia de reconocimiento obtenida con
los sueros de los sujetos normales. Este método permite la inmediata
identificacion de los determinantes antigénicos que reaccionan sélo con el
suero de pacientes LL (eje x), de sujetos normales (eje y), o bien, bandas
reconocidas por ambos grupos de sueros (plano entre los dos ejes).
Constituyen en general reactividades con antigenos de reaccion cruzada.
Esta metodologia permite identificar fracciones antigénicas especificamente
reconocidas en este caso por los individuos con LL y que ademas son
reconocidas por mas del 50 % de la poblacion estudiada, por otro lado,
idealmente esas mismas fracciones no deberan ser reconocidas por
anticuerpos del grupo de individuos sanos (controles), en tales circunstancias
es posible seleccionar aquellas fracciones antigénicas directamente

relacionadas con la forma lepromatosa de la enfermedad.

Células Mononucleares y Ensayo de Proliferacion.- Las células
mononucleares se obtuvieron a partir de sangre heparinizada de cada

uno de los sujetos de la poblacién a estudiar. La muestra obtenida por
puncion venosa se sometié a un gradiente de Ficoll-Hypaque de acuerdo a la
técnica de Boyum (63) a 400x g, las células mononucleares se recuperaron y
lavaron tres veces con solucion salina balanceada de Hank's. Las células se
resuspendieron en el medio de cultivo RPMI 1640 (GIBCO, Grand Island,
New York, USA), suplementado con 5% de suero fetal de ternera, 2mM de
glutamina, 1mM de piruvato de sodio, 0.1 mM de aminoacidos no esenciales,
10 mM de HEPES, 5x10° mercaptoetanol y penicilina-estreptomicina 100
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U/ml y 100 mg/mi respectivamente. Posteriormente la suspension celular se
distribuyé en placas de 96 pozos a razon de 2x107° células por pozo,
utilizando triplicados para probar cada una de las siguientes condiciones:
10ug de PHA, 1, 5y 10 yg de cada fraccion del antigeno de M. leprae ,
correspondientes a 18, 28 y 65 kD. Los cultivos se incubaron por triplicado
con 95% de aire y 5% de CO; a 37°C, durante 48 horas en el caso de PHA y
cuatro dias para el extracto total y cada una de las fracciones antigénicas.
Los triplicados se pulsaron con 1 mCi de *H-timidina (actividad especifica 6.7
Ci/m.moles; New England Nuclear, Boston Massachussets, U.S.A) y después
de 18 horas de incubacién, se cosecharon las células y se midié la
incorporacion de 3H-timidina en un contador para emisiones beta (Packard).
Algunos de los sobrenadantes del cultivo de células estimuladas con PHA se

utilizaron también para probar la presencia de IL-4 .

Determinacion del Marcador CD8 y CD4 por Citofluorometria. - Las
células T de los sujetos contacto y de pacientes con LL fueron llevadas a un
citofluorémetro de fiujo (Coulter (R) Epics) para medir automaticamente la
concentracion de células con marcador CD8 y CD4 por medio de anticuerpos
monoclonales murinos antiCbD4 y CD8 humanos, usando un segundo
anticuerpo anti IgG murino hecho en cabra, todo de la marca Coulter (R),

(USA) (31).

Determinaciéon de IL-4.- Se procedié a utilizar la prueba de ELISA IL-4
ELISA TEST (Genzyme, Cambridge, MA 02139 U.S.A), para determinar la
produccién de IL-4 humana en los cultivos de células linfoides de los
pacientes con LL y de sus contactos estimulados con PHA. El inmunoensayo
unido a una fase sélida emplea el principio del "sandwich". A los pozos se les
adicioné 100 ul de una dilucion adecuada (indicada por el fabricante) de un
anticuerpo monoclonal producido en conejo, especifico contra IL-4 humana,
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se dejo incubar toda la noche a 4°C y al dia siguiente se lavé tres veces con
una solucién salina a base de fosfatos con surfactante Tween 20 apH 6.75y
se adicionaron 100 ul de estandares de IL-4 para la construccion de la curva
estandar (desde 3 ng hasta 0.045 ng), los sobrenadantes o los sueros se
probaron por duplicado, incubando durante 2 horas. Se aspiro el
sobrenadante y se lavo cuatro veces con la solucién de lavado a temperatura
ambiente, los pozos se sacudieron para eliminar el exceso de liquido y se les
anadieron 100 ul de la dilucion del segundo anticuerpo cabra (anti-
inmunoglobulina de conejo hecho en cabra) incubando a temperatura
ambiente durante 45 min. Se aspir6 el liquido y los pozos se lavaron cuatro
veces como se indicé anteriormente y se agregaron 100 pl de una dilucion de
estreptavidina-peroxidasa dejando incubar 40 min, a continuacion se descartd
el sobrenadante y se lavo cuatro veces. Por ultimo, se adicionaron 100ml de
una diluciéon del sustrato OPD-peroxidasa incubando durante 5 a 10 min
hasta observar el desarrollo de color. Cuando el color era evidente en todos
los pozos la reaccion se pard con una solucién de H2SO4 1M. Posteriormente
se procedi6 a realizar las lecturas en un lector de ELISA a una longitud de
onda de 492 nm, construyendo la curva de referencia (57).
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RESULTADOS

inmuno-Electro-Transferencias (Western blots). - En la Figura 1 se
pueden apreciar ejemplos de la reactividad de anticuerpos de la clase IgG e
IgM presentes en el suero de pacientes con LL, de sus contactos y de sujetos
normales (controles) frente a antigenos de M. leprae. Ahi podemos observar
que el suero de los pacientes reconocio 15 determinantes antigénicos, cuyos
pesos moleculares oscilaban entre 97 y 14 kD. El suero de los sujetos
contactos reconocié 12 diferentes bandas con pesos moleculares en el
mismo intervalo que los observados en el grupo de pacientes (97-14 kD),
finalmente los sueros de sujetos normales reconocieron 7 bandas. En todos
los casos se muestra a la izquierda de la figura marcadores de peso

molecular.
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FIGURA 1. Ejemplos lustrativos de las inmunoelectrotransferencias (westem blots) utilizando sueros de
pacientes con LLepra lepromatosa, sus contactos y sujetos normales que reaccionaron con los extractos

sénicos de M. leprae.
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Analisis de frecuencia de reconocimiento antigénico {immunoplots).-

La Figura 2 muestra el analisis de frecuencias del reconocimiento los
anticuerpos presentes en el suero de los pacienfes LL de dos proteinas: una
de aproximadamente 28 kD en valores del 63% (f = 0.63), y otra de
aproximadamente 65 kD a una frecuencia del 68% (f =0.68), comparadas con
el reconocimiento de los anticuerpos de los sueros de sujetos normales, que
no las reconocieron. También hubo algunos determinantes de M. leprae, que
fueron frecuentemente reconocidos por ambos grupos de sueros (sobre el
plano entre los dos ejes) (Figura 2A). En la figura 2B podemos observar la
inmunografica de frecuencias obtenidas del analisis de los Western blots
realizados con el suero de sujetos contactos (eje x) y con el suero de sujetos
normales (eje y). Aqui se puede apreciar que el suero de los sujetos
contactos reconocieron una proteina de aproximadamente 16-18 kD a una
frecuencia de 57% (f= 0.57), mientras que los sueros de sujetos normales, la
reconocieron también frecuentemente (f= 0.65), por lo que parece ser un
antigeno de reaccion cruzada. Aparentemente las fracciones antigénicas de
aproximadamente 28 y 65 kD, parecen ser suficientemenete reconocidas solo
por anticuerpos de individuos enfermos (LL) por lo que se pueden considerar
marcadores de la condicién LL. Por otro lado, las bandas de
aproximadamente 16-18 kD podrian estar relacionadas con el contacto
frecuente con individuos enfermos, lo cual sera discutido en la secciéon

correspondiente.
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FIGURA 2. Inmunoplots: En A se puede observar, la grafica de valores de frecuencia de
reconocimiento antigénico en pacientes LL versus los valores obtenidos en los sujetos normales y en B
se pueden observar la grafica de valores de frecuencia de reconocimiento antigénico obtenido en los
sujetos contactos versus los valores obtenidos en los sujetos normales de acuerdc a su reaccion con
antigenos de M. ieprae. En A, podemos observar los antigenos de aproximadamente 28 y 65 kD que
fueron frecuentemente reconocidos como marcadores de la condicién LL. En B, se muestra al
determinante de aproximadamente 16-18 kD frecuentemenete reconocido por sujetos normales y

contacto.

Ensayo de proliferacion con las fracciones de M. leprae. - En las Tablas
1, 2, Figura 3A, 3B, y Cuadro 1, se pueden observar los resultados de las
incubaciones, con PHA, extracto total y cada una de las fracciones
antigénicas importantes en el Western blot (18, 28, y 65 kD), de las células
provenientes de 24 de los sujetos LL y de 20 de sus contactos:

Cuando las células de los sujetos contactos se incubaron con PHA,
presentaron un promedio de 26,624 + 2929 cpm y 1072 + 281 cpm cuando se
incubaron con medio de cultivo, con un indice de estimulacion de 24.8,
mientras que cuando las células de los sujetos LL se estimularon con PHA,
mostraron 16,479 £ 2775 cpm en promedio, y 1142 + 195 cpm, cuando
dichas células se incubaron con medio de cultivo, en este caso el indice de
estimulacion fué de 14.4 (Tablas 1y 2, Figura 3B).
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Cuando las células de los sujetos contactos fueron estimuladas con el
extracto sonicado total de M. leprae , presentaron en promedio 3311 + 661
cpm (1871 = 281 cpm del medio de cultivo), con un indice de estimulacién de
1.76 (Tabla 1, Fig 3B). Aqui, cabe resaltar que 3 de 12 sujetos contactos
tuvieron indices mayores o iguales a 2 (Cuadro 1). Sin embargo cuando las
células de los sujetos LL se incubaron con el mismo extracto total
presentaron una incorporacion 3HTdR de 1,921 + 598 cpm (vs 1,707 + 347
cpm del control, con un indice de estimulacién de 1.12 (Tabla 2), siendo que
ningdn paciente LL respondié con indices mayores o iguales que 2 al extracto
(Cuadro 1).

Cuando las células de los sujetos contactos fueron incubadas con la fraccién
de 18 kD de M. leprae, estas mostraron ahora, menos incorporacién de
timidina marcada con tritio de 2,061 + 445 cpm vs 1,871 £ 285 cpm del medio
de cultivo, con un indice de 1.10 (Tabla 1). Aqui 5 de 18 sujetos contacto
respondieron con indices mayores o iguales que 2 (Cuadro 1). Cuando las
células provenientes de los sujetos LL. se incubaron con la fracciéon de 18 kD,
éstas mostraron una proliferacion de 1,940 + 943 cpm vs 1,7C7 + 347 cpm),
con indice de 1.13, con solo un paciente LL con indice mayor que 2 (Tabla 2,
Cuadro 1). Sin embargo, en el caso de la fraccion de 28 kD de M. leprae se
encontré una incorporacion de timidina tritiada de las células de sujetos
contactos indicada en cpms de 1829 + 338 cpm contra las 1,871 + 285 cpm
cuando fueron incubadas sélo con medio de cultivo, con un indice de 0.97
(Tabla 1. Solo 3 sujetos de 18, respondieron a este antigeno con indice
superior a 2 (Cuadro 1).

Cuando las células de los sujetos LL se incubaron con esa fraccion de 28 kD,
mostraron 1,903 + 904 cpm contra las 1,707 + 347 cpm referidas del medio
solo, con un indice de 1.11, solo el paciente #20 respondid al estimulo con un

indice mayor que 2 (Tabla 2, Cuadro 1).
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Por ultimo, cuando las células de los sujetos contactos fueron puestas en
presencia de la fraccion de 65 kD, mostraron 1801 + 378 cpm (1,871 + 285
cpm obtenidos en el control de celulas cultivadas sin antigeno), con un indice
de 0.96, con 3 sujetos de 17 con |.E. mayores de 2 (Tabla 1, Cuadro 1).

En el caso de las células de pacientes LL, éstas no se estimularon: con el
determinante de 65 kD (1,666 + 674 cpm vs 1,707 + 347 cpm, con un indice
de 0.97), excepto el mismo referido paciente #20 (Tabla 2, Cuadro 1).
Ademas los resultados anteriores en conjunto, se pueden apreciar en la

Figura 3B.

42




Reconocimiento de Antigenos de Mycobacterium leprae; Isias Rodriguez Alfonso Enrique

TABLA 1.- ENSAYO DE PROLIFERACION Y DETERMINACION DE MARCADORES CD4 Y CD8 DE LAS CELULAS DE
SUJETOS CONTACTOS DE LOS PACIENTES LL CON EL EXTRACTO TOTAL Y LAS FRACCIONES 18,28 Y 65 kD de M. leprae.

c M3 M5 PHA ET 18 w0 28w 65up 18¢co¢ 18cps 28cos 28cos 85coe 85coe
1 105 230 9,096 (87) 572(25) 217¢0.9) 270012 268(1.2) NO ND ND ND ND ND
2 21 1,625 35,381(160) 1.673(1) 302(0.2) 4.3712.8) 501503 ND ND ND ND ND NO
3 785 3,143 25.291(32) 4810015 109303  1,07903) ND ND ND ND ND ND ND
4 1,131 5,253 38,654134) 8,118(15  1.617¢0.3) . 2,554(0s%) 3,801¢0.7) ND ND ND ND ND ND
5 21_,612(:0) 5.754(15) 4.'13015 9, 5.951".0) 2,124(0.5) ND ND ND ND ND ND
6 iy 18,38i(3;i o '4§7%a§; " a708@) 3310 51480y  ND ND ND ND ND ND
7 5‘6,028(5‘5)’ 561(0‘25) : ' : ; S.ém 592(0.8) ND ND ND NOD ND ND

: 3 ; -1 .9A.5‘77(41)> ' g ND - ND ND ND ND ND ND ND
‘ ‘ X 1,815 8) 1,695¢0.7) ND NO ND ND ND ND
. : 1,520(0.6) 7840.3) ND ND ND ND ND ND
: 1'.950('0.1; 2,090(0.0) 1,984¢0.7) ND ND ND ND ND ND
T28108 1501 15800 ND ND ND ND ND ND

. " 1.074@.;) 283 02) 239 0.2 50 25 53 F) 44 21

14 21 ,975@ i 768 09) 734 08 862 (1) a7 14 a5 24 44 21
1:5 : ‘23.720(.'-) ND 528 (26) 213y 416 (2.1) 53 20 50 20 58 19
16 0 ia.eza(u) ND 1,688 (1) 1,574 (1) 949 0.6) 61 15 56 17 49 17
17 5_354 . ND 5,453(4) ND ND ND ‘ND 55 19 a5 15 a7 2

18 1,;198 1,466 24,334(18) ND 1,484 (1) 1,801(1.2) 1,430 (1) 27 29 47 25 43 %

19 455 1,888 26.569s8) ND 7.937(4.3) 2,187(12) 2,927(1.5) 47 12 42 19 30 2

20 a1 643 14,672(3s) ND 1,362¢2.1) 1,367¢.1) 813(1.y 50 a3 59 21 50 19
X 1,080 1,871  26,624(9) 331 206121y 1820097 1,801 00} 49 20 49 20 P 24
M3.- Células en medio de cultivo 3 dias CD4, CDS.- Marcadorss de superficie
M35.. Células en medio de cultivo 5 dlas (resultados en % de células positivas)

PHA.. Fitohemaglutinina (10 ug/ml) ND.- No Determinada
ET.- Extracto Total de M, Loprae
18, 28, 65 kD.- Antigenos fraccionados de M, leprag
(resuitados en c.cp.m)

{ de entro p )
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TABLA 2.- ENSAYO DE PROLIFERACION ¥ DETERMINACION DE MARCADORES CD4 ¥ CD8 DE LAS CELULAS DE
SUJETOS CON LEPRA LEPROMATOSA (LL) CON EL EXTRACTO TOTAL Y LAS FRACCIONES 18,28 Y 65 kD de M. leprpe.

L M3 M5 PHA ET 18k 28k0 -1 18cDs  18cO8  28cD4  28coe 85cné  65C0e
1 o7 N 12.037(1.9) 218(0.8) ~No N 138004 NO NO NO NO NO NO
2 187 2857 3384029 969(0.4) NO NO NO NO NO NO ~NO N N
3 202 32 10,047037) ':um S ﬁaﬁ.’c) - z;uo.a) . 2se08 NO no ~No NO No N
4 . an 4002 ; 445(1) L 202 o 25008 MO NO NO ~No NO NO
5 st czo Y a4 ’ s NO NO NO [ N N
6 1312 1088 3038323 . 1 No NO ~NO nNO N ™)
7 1008 6060 5,250(5) N’ : N ND nD No o N
8 s s o : 2}49(0.7) N NO NO No NO N
9 N 3083 ND . 1.40108) . MO NO NO NO ND NO
10 N 2500 NO A : " ‘199007 -‘z.omo',a)' 18440 N 22 3 s 34 38
11 927 053 7.994(88) No ; : 94:(1). 885(0.0) 720(0.84) 30 " “ 2 a9 12
12 898 to27 4.u21‘(s) o 'No' 528(0.8) T85(0.76) . 1245(142) 30 13 a“ 2 . 12
13 2418 w o 18.562007) » N 372(09) son098) 429 N E a2 20 30 E
14 07 ur N n#m& 4 NO 81 $3%(1.6) ar8(1.4) 56 B s 1 a8 16
15 a8 w0 : 12 NO 240(1) 190(0.8) 201(08) 2 ] 29 20 28 23
18 1562 ™ 25,05901.6) ~N 2088(1.3) 1384008)  2,038(13) ‘ 45 19 a E=Y a8 1a
17 2048 . 1068 40174(13.6) NO 843(08) 990(0.9) 8530.8) n N ND 28 72 52
18 308 v 1D 2,626(8T) NO 1157(0.8) 1902(1.3) 178(0.8) 50 19 48 21 45 22
19 . am 021 1.826(6) NO 1313(1.4) 103%1) - 10;;('11) I 4 n 53 70 S0

20 3se 1423 16.697(47) NO 1681512)  18456(11)  134049) &3 12 [ " EH) 10

21 1588 N 4991731 N NO [*) 19308) N No N ~ND NO N

22 575 no 6054(12) ~NO ~NO ~o no No N N N . 38

23 410 N s071(12) NO NO no NO 0 ” N NO 3s “

24 s18 N 6.150(12) ~NO NO N N ) s ) ~nO & 2

x 1 wor 16,4470044)  192100.12)  1940(113)  10O3(111)  168&(1) “ 2 @ Y @ 2

M3.. Células en medio de cultivo 3 dias CD4, CD8.- Marcadores de superficie

MS.- Células en medio de cultivo 8 dias {resultados en % de céiulas positivas)

PHA.. Fitohemagiutinina (10 ug/ mi } ND.- No Detsrminada

ET.- Extracto Total de M. Leprae
18, 28, 65 kD.- Antigenos fraccionados de M, leprae .
(resultados en .cp.m ),

de entre par
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Figura 3.A.- Ensayo de proliferacién de células de sujetos contacto y LL estimulados
con PHA.
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Figura 3.B.- Ensayo de proliferaciéon de células de sujetos contactoy LL
estimulados con el extracto total y las fracciones de 18, 28 y 65 KDa de M.

leprae.
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CONTACTOS [ 1| 2| 3 (451617 8 |9]10}111 113 )14 |15 ] 1617 | 18 | 19
EXTRACTO TOTAL | X X X N N N[N |N N
18 Kda X|X| N X X
28 Kda X X| N X
66 Kda X| N X N X
LL 1 2 |3|4]85] 6 | 7 [8|9]10] 11 | 12 |13 | 14 | 15 ]| 16 | 77 | 18 | 19 | 20 | 21
%';:tcm NI N|ININ{NIN|IN|N|N|N|N
18 Kda N | N N X | N
28 Kda N | N N X | N
65 Kda N N X

=LK

No Realizados

Indice de estimulaciéon > 2 (Respondedor)

Indice de estimulacion <2 (No Respondedor)

CUADRO 1.- Respuesta Individual proliferativa de linfocitos de sangre
periférica de sujetos CONTACTOS Y LL al EXTRACTO TOTAL y las
fracciones antigénicas de M.leprae de 18, 28 y 65 Kda.
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Citofluorometria.- De manera analoga, en la Tabla 1, 2 , Figura 4, y Cuadro
2, se pueden observar los resultados de la proporcion de los marcadores
CD4+ y CD8+ determinadas por citofluorometria de las células de 8 sujetos
contacto y 14 sujetos LL, expuestas a los determinantes antigénicos de M.
leprae de 18, 28 y 65 kD.

Podemos observar que, cuando una alicuota de las células referidas de
sujetos contacto incubadas con el antigeno de 18 kD, tuvieron una expresion
promedio de 49% de células que expresan el marcador CD4+, considerado
normal. Cuando se midié el marcador CD8+, sobre la membrana de estas
células, estas tuvieron una proporcion de 20%, el cociente de estas dos cifras
(49%, 20%), di6 2.45, lo cual es considerado normal, en virtud de que se ha
observado que las células de sujetos normales presenta una proporcion de
dos entre las células CD4+ y CD8+ (Tabla 1). En el Cuadro 2 se puede ver
que 6 de 8 contactos tuvieron indices mayores o iguales que 2. Cuando las
células de estos sujetos contactos se expusieron en el cultivo al antigeno de
28 kD, éstas mostraron una proporcion promedio de 49% de células CD4+ y
cuando se midié el marcador CD8+, éstas mostraron un porcentaje de 20
(Tabla 1), sin embargo todos los individuos de esta categoria tuvieron
cocientes CD4+/CD8+ mayores o iguales que 2 (Cuadro 2). En el caso de las
células en cultivo de sujetos contactos, expuestas al antigeno de M. leprae
correspondiente a 65 kD, estas presentaron una proporcién de 46% de
células T CD4+ y cuando se utilizaron anticuerpos monoclonales para
detectar el marcador CD8+ estas exhibieron 24% de sus células positivas
(Tabla 1), aqui 6 de los 8 sujetos contactos presentaron indice mayor o igual
que 2 (Cuadro 2). Ademas el sujeto contacto niimero 19 mostré una
proporcién de células CD4+ de solo 30%. contra 21 % de CD8+ con una
relacion de 1.5 (Tabla 1).
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En el caso de las células en cultivo de sujetos LL expuestas al antigeno de 18
kD, éstas presentaron una proporciéon de 45% de células CD4+ y de 24%
cuando se midié el marcador CD8+, siendo la relacion de 1.8 (Tabla 2), con 8
de 13 sujetos LL que tuvieron una relacion igual o mayor que dos entre estas
dos subpoblaciones de células T (Cuadro 2). Cabe destacar que aunque en
el promedio no se detecta mayor alteracidn de estas cifras, en realidad hay
tres pacientes (17, 19 y 20), que presentan una desproporcionada alta
cantidad de células CD4+, lo cual podria indicar la habilidad de este antigeno
de inducir el marcador referido de células T cooperadoras, sin embargo otro
de los pacientes (el niUmero 24), presenta una desproporcion de estas células
CD4+ a favor de las CD8+ (33vs54%). También destaca el sujeto LL niimero
15 con 27% de células CD4+, que en su relacién con la proporcion de células
que expresan el marcador CD8+ (24%), este sujeto presentdé un cociente
menor que uno (0.93)

Cuando el antigeno de M. leprae , utilizado fué el de 28 kD, las células de los
sujetos LL presentaron en promedio 47% de células CD4+ contra 23% de
células CD8+ (Tabla 2), de nuevo, aunque en promedio se podria considerar
normal, aqui 7 de 10 sujetos LL (cuadro 2), tuvieron una relacién mayor o
igual que dos. El cociente de dos mostrado, en promedio, en realidad encubre
relaciones desproporcionadas entre las dos subpoblaciones de células T CD4
y CD8, dejando para la discusiéon el comentario particular de los resultados de
los pacientes LL nameros: 10, 11, 12, 14, 15, 19y 20.

Por uitimo, cuando el antigeno de 65 kD fué utilizado, de nuevo el promedio
de células CD4+ de los pacientes LL, fue de 47% y el CD8+ fué de 27.8%, lo
cual dié una relacién de 1.7 entre ambas, aqui 6 de 14 individuos contacto
tuvieron relacion CD4'+/CD8+ mayor o igual que dos. Otra vez, los pacientes
referidos arriba tuvieron desproporciones considerables (Tabla 2, Cuadro 2).
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’ L‘YL 10 | 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
ooy X [ X X X[ X | X X[ N|NJ[X
[ X[X[x | X X[ N[ X X | N|N|NJ|N

kit X | X X X X X

CONTACTOS | 13 14 15 16 17 18 19 20
[~ Te D3O8 X X | X X X X

| 28CDarCDs X X X X X X X X
| 85 CDarcDE X X X X X X

=1

Indice CD4*/CD8" > 2

Indice CD4*/CD8" < 2

No Realizados

CUADRO 2.- Relacion de la respuesta individual de la proporcién de células
T CD4" y CD8* de sujetos CONTACTOS después de cultivarse con los
determinantes antigénicos de 18, 28 y 65 Kda de M. leprae.
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Figura 4.- Proporcion de células T CD4+ y CD8+ de sujetos contactoy LL
medidas por citofluorometria, después de cultivarse con los determinantes
antigénicos de 18, 28 y 65 KDa de M.leprae.
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Determinacién de IL-4.- En la Tabla 3 se muestra la concentracion de IL-4
en los sobrenadantes de seis cultivos de linfocitos de seis sujetos normales
no estimulados (medio de cultivo) en donde se observa que tales
sobrenadantes contenian un promedio de 0.162 £+ 0.092 ng/ml de esta
linfocina.

Cuando esos linfocitos de sujetos normales se estimularon con PHA el
promedio de la concentracion de IL-4 en los seis cultivos fué ahora 0.233 +
0.113 ng/ml. Por otro lado la concentracion de IL-4 de los sobrenadantes no
estimulados de cuatro cultivos de cuatro sujetos contacto fué de 0.271 %
0.023 ng/ml. Cuando los cultivos de los mismos sujetos contacto fueron
estimulados con PHA ahora se observaron 0.299 * 0.039 ng/ml. Por ultimo,
cuando se evaluarén los sobrenadantes de 8 cultivos no estimulados de 8
pacientes LL éstos contenian un promedio de 0.233 + 0.080 ng/ml de IL-4,
mientras que cuando esos mismos cultivos fueron puestos en contacto con
PHA ahora el promedio fué 0.294 + 0.140 ng/m! (Tabla 3).

TABLA 3.- Concentracién de Interleucina 4 (IL.-4 en ng/ml) en sobrenadantes de cultivos de
linfocitos de pacientes con Lepra Lepromatosa (LL), contactos y sujetos normaies

NORMALES CONTACTOS PACIENTES LL
MEDIO PHA MEDIO PHA MEDIO PHA
ng/ ml ng / mi ng/ ml
0.045 0.045 0.265 0.248 0.045 0.060
0.045 0.223 0.274 0.291 0.217 0.233
0.203 0.388 0.302 0.341 0.223 0.569
0.198 0.234 0.245 0.316 0.254 0.256
0.231 0.231 0.299 0.282 0274
0.257 0.257 0.234 0.307

0.285 0.327
0.285 0.327
0.324 0.316

0.294
X 0.162+- 0.233 +- 0.271+- 0.299+- 0.233+-  0.294+-
0.092 0.113 0.023  0.039 0.080 0.140
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Por otro lado, cuando se valoré la concentracidon de IL-4 en el suero de los
pacientes LL comparado con |la concentraciéon de IL-4 de sujetos normales,
los pacientes LL mostraron un promedio de 0.239 ng/ml y los individuos

normales 0.294 ng/mli (Tabla 4).

TABLA 4.- Concentracién de Interleucina 4 (IL-4 en ng/ml) en el suero de pacientes con Lepra

Lepromatosa (LL) y sujetos normales

NORMALES PACIENTES LL
ng / ml ng/mi
0.279 0.302
0.313 0.361
0.279 0.310
0.279 0.192
0.324 0.195
0.286 0.369
0.298 0.220
0.261 0.147

0.220
X 0.294+.0.02 0.147
0.220
0.150
0.223
0.167
0.178
0.183
0.378
X 0.239+-0.08
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DISCUSION

La inspeccién de bandas reconocidas por anticuerpos de pacientes con LL,
sus contactos y sujetos normales en los Western blots no es una tarea facil.
El uso del llamado "ln'munoplot" propuesto por Larralde (72), ha permitido
ordenar los resultados de las inmunoelectrotransferencias de tal manera que
mezclas complejas de antigenos de las micobacterias causantes de la
enfermedad pueden ser inmediatamente categorizadas de una manera
cuantitativa y especifica. Este método constituye una util y potente arma para
discriminar bandas que poseen informacion notable. De acuerdo a lo anterior,
las dos proteinas reconocidas especificamente por los anticuerpos de los
sueros de pacientes LL, de aproximadamente 65y 28 kD pueden ser
consideradas marcadores de las condicion de enfermedad. Con éstos
determinantes antigénicos de M. leprae, se puede desarrollar una prueba
serologica como el ELISA, facil de hacer en el laboratorio, con el objeto de
predecir si un sujeto contacto se esta moviendo al estado patoldgico (LL)
antes de su deteccién clinica, lo cual es un aporte concreto de este trabajo.
Por otro lado, es necesario saber con certeza si la proteina de 16-18 kD
(104,127), reconocida frecuentemente por los tres grupos (normales,
contactos y LL) pudiera ser una proteina relacionada con la induccion de
células CD4’ y contribuir en la inmunidad protectora. . En este sentido,
Dockrell (40) ha reportado que una proteina de, 18 kD de M. leprae induce la
proliferacion de células T CD4*,

Para explorar lo anterior, se hicieron cultivos con los determinantes arriba
mencionados con células de sujetos contactos y con células de pacientes LL,

53



Reconocimiento de Antigenos de Mycobacterium leprae; Islas Rodriguez Alfonso Enrique

ahi se pudo observar (Tablas 1 y 2, Fig 3A, 3B y Cuadro 1), que el grado de
reconocimiento y respuesta de las células de sujetos contactos a PHA, al
extracto total y los antigenos de 18, 28 y 65 kD de M. leprae es mayor que en
el caso de las células provenientes de los sujetos LL. Al analizar los
resultados en promedio resulta claro que las células de estos sujetos
contactos de manera visible y significativa responden mejor que las células
anérgicas de los sujetos LL. En cuanto a la respuesta al extracto total y a las
diferentes fracciones antigénicas de M. leprae no se observaron diferencias
significativas entre los grupos (Figura 3B). Sin embargo cabe rnencionar que
cuando se analizé la reactividad individual a los mencionados antigenos, un
mayor niumero de individuos contactos (56 de los 19), fueron capaces de
acuerdo a Dockrell (40) de responder a estos, especialmente a la fraccién de
18 kD, mientras solamente uno de los pacientes LL, respondié (Cuadro 1)

Por otra parte, es importante hacer notar que, la incapacidad de los linfocitos
de los paciente LL de responder a los antigenos de M. leprae no solo se
presenta cuando el estimulo a las células T es hecho con antigenos
especificos, sino que también es notable la incapacidad para responder de
los linfocitos T de los pacientes LL frente a estimulos mitogénicos policlonales
por lo que lo afirmado tradicionalmente en el sentido de que la Lepra es una
enfermedad que cursa con inmunodeficiencia solo a los antigenos de M.
leprae, puede no ser del todo cierto y la inmunodeficiencia observada en
dichos pacientes pudiera ser mas generalizada. Lo anterior se apoya ademas
en los resultados mostrados en este trabajo (fig 3A) y ademas en estudios no
mostrados y aun no publicados de datos obtenidos de los expedientes del
Instituto Dermatolégico de Jalisco en los cuales se puede constatar que los
pacientes LL pueden presentar otras infecciones que comprometen la RIC,
tales como tuberculosis e histoplamosis.

Por otro lado es interesante resaltar que en los resultados de este trabajo, no
existe correlacién entre la respuesta de anticuerpos a los diferentes antigenos
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y la respuesta proliferativa a ellos, ya que mientras los anticuerpos de los
pacientes con LL, reconocieron frecuentemenete las bandas de 28 y 65 Kda,
no mostraron una respuesta proliferativa a ellas, por el contrario algunos
individuos contactos dieron una respuesta proliferativa a estos antigenos sin
que mostraran anticuerpos especificos contra ellos. esto podria deberse a
que los anticuerpos y las células respondedoras en los ensayos de
proliferacion, reconocen epitopes diferentes en dichos segmentos
antigénicos. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Mendez-
Samperio y cols (87).

Por otra parte, en nuestro trabajo, al medir por citofluorometria la proporcion
de células con marcador CD4*, CD8* se encontré que solamente 2 de 8
individuos contacto (el # 18 y el # 20 del cuadro 2) presentaron alteraciones
en la relacion éstas dos subpoblaciones, en contraste a lo observado en el
grupo de enfermos LL (cuadro 2), aproximadamente el 50 % de estos
individuos, mostraron alteraciones. Sin embargo estas alteraciones fueron
muy heterogeneas, ya que en algunos casos parecen deberse a un aumento
en la cantidad de células CD8" y en otros a una disminucion en el nimero de
células CD4", lo cual sugiere que la anergia observada en el grupo de
pacientes, podria deberse a una desproporcion de la relaciéon de células
CD4'/CD8" que al solo aumento de la poblacion CD8*, como ha sido sugerido
por otros autores (12, 13, 100).

En el caso del paciente #20 (Tabla 2), se puede observar de manera
interesante que -respeonde con un |.E de 12 para el determinante de 18 kD,
un LLE. de 11 para el antigeno de 28 kD y un 1.E. de 9 para el determinante de
M. leprae de 65 kD. Sin embargo, ese mismo paciente presenta una relaciéon
de narcadores CD4" y CD8" de 5.25, 5.8 y 5.3, respectivamente, para los
antigenos de 18, 28 y 65 kD, lo que hace pensar que el determinante de 18,
pero también el de 28 y 65 kD estan induciendo un namero de células CD4*,
que pueden influir en un mejor estado clinico de ese paciente. En trabajos
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posteriores se estudiara si esto se confirma, asimismo se aislaran estas
células para obtener lineas que permitan estudiar la posible relaciéon entre los
diferentes determinantes antigenicos y el tipo de subpoblacidon de células
estimuladas. Con los datos encontrados en este trabajo se puede concluir
que |la gama de respuestas del grupo de sujetos estduiados es muy
heterogenea y que corresponde hacer un andlisis caso por caso, debiendose
en el futuro hacer un analisis, entre el hallazgo inmunolégico y el estado
clinico. Otra posibilidad es que |la anergia observada en los pacientes
lepromatosos, pueda ser causada por difrentes mecanismos, como ios
propuestos por Bloom (12, 13) o aun por Lombardi (79).

En el sentido arriba mencionado otro de los objetivos importantes en este
trabajo, fué, determinar, si las células de los sujetos L, producian una mayor
cantidad de IL-4 cuando eran estimuladas en esta primera serie de
experimentos con PHA, con el objeto de comprobar después de la hipotesis
del grupo de Modlin (12), respecto a que los sujetos con LL, presentan una
mayor actividad de células tipo TH2, que pudieran estar jugando un papel
supresor en el sistema fisiologico del enfermo, no fué asi, los resultados de la
determinacion de IL-4, no muestran ninguna diferencia en la produccién de
IL-4 entre los tres grupos estudiados, es mas, cuando se busco la
concentracion de IL-4 en el suero de sujetos normales, contactos y LL,
tampoco se pudieron encontrar diferencias (Tablas 3 y 4) (12,13,14,44,57,56,
68). Sin embargo, estos resultados aparentemente contradictorios sobre los
niveles de IL-4 encontrados en pacientes con LL, podrian deberse a que, si
bien, a nivel circulante no se observan diferencias significativas de los niveles
de IL-4, estas son evidentes cuando se estudian los niveles de expresiéon de
RNA mensajero que codifica IL-4 en los sitios de las lesiones, tal como ha
sido reportado anteriormente (12, 13, 566, 57 ). Existe la alternativa de probar
la propuesta del grupo de Lechler (79), en cuanto a la posibilidad de
generacion de células T anérgicas por los mecanismos planteados en los
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antecedentes experimentales respecto a la faita de cooperacion adecuada de
la célula presentadora del antigeno y la competencia por IL-2 para el caso de
Lepra lepromatosa, pero diferentes a los planteados por el grupo de Modlin
(131). El presente trabajo, sugiere que al menos en los pacientes LL del
Instituto Dermatoldgico de Jalisco no parece haber una correlacion con la
propuesta hecha por Mossmann y Coffman (92), en modelos de ratones , ni
correlacionan del todo con lo afirmado por el grupo de Bloom (12,13,44,131),
quienes atribuyen la enfermedad a un desequilibrio de las poblaciones de
células CD4" TH1 -disminuidas- y TH2 -aumentadas-, con la consecuente
presencia de altos niveles de IL-4, que este trabajo no pudo confirmar, al
menos en linfocitos circulantes.

En conclusidn, los resultados obtenidos en el presente trabajo resaltan ia
necesidad de realizar estudios similares en grupos de individuos con
caracteristicas clinicas relativamente homogeneas, tales como tipo de LL,
tiempo de evolucién, tiempo de tratamiento, respuesta al tratamiento,
caracteristicas generales, etc, etc., con el objeto de poder hacer una
correlacion de eventos inmunolégico y clinicos que nos ayuden a entender
mejor esta compleja enfermedad que azota todavia a una significativa parte

de la poblacion, local, nacional y mundial.
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SUMMARY

A great diversity of antigens from M. leprae have been described. One
practical approach should be to utilize them as markers in knowing when a
household contact subject has the risk of become infected and them move to
an active form of leprosy. For this purpose, sonic extracts of M.leprae were
fractioned in 10% SDS-PAGE under reducing conditions. The fractioned
proteins were then transferred to nitrocellulose shets and incubated with sera
from LL, their contacts and normal subjects in order to reveal the frequency of
antigen recognition of each set of sera. The results showed that sera from LL
patients, frequently recognized two proteins: one of approximately 28 KDa
and other of near 65 KDa, when compared with sera from normal subjects.
The contacts and normal subjects, but LL patients too, frequently recognized
a »16-18 KDa antigenic band.

According to the results, the recognized proteins from M. leprae (28 y 65
KDa) can be considered markers of the above mentioned conditions. From
these an easy serological test as an ELISA can be developed in order to
predict if a contact is moving to the LL state of leprosy before the detection of
clinical symptoms.

Furthermore these antigens were put in contact with cells from LL patients
and their contacts in culture, the results show that cells from contacts were
more reactive to the total extract, 18, 28 and 65 kD from M. leprae, than cells
from LL with interesting individual differences including CD4+/CD8+ ratio,
which suggest, the study of cells from patients in the same clinic phase and
generation of cell Lines from these subjects. Finally when IL-4 was measured
by ELISA from supernatants from cultures from the three groups of study of
PHA stimulted T cells, it was not observed any difference between normal,

contact or LL patients.
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Resumen

Abstract

Se investigaron en un grupo de pacientes de lepra leproma-
i de

Toul T lymphocyles Iev:h were mvesu'nled in a group of

tosa y en otro de sujetos clinicamente sanos los
linfocitos T totales por medio de formaciéon de rosetas E,
determinacion de linfocitos T supresores Fc-gamma ydela

] with y and in her one made
up by clinically healthy mdmduals by the capuny to fonn
E rosettes, together with Fc-g pp T lymp

cytes and blastoid transfor y of the lymphoid
cells, when stimulated with concanavalin A. The determi-
ion of T lymphocytes by E showed pati had

capacidad de transf i6 ide de sus ctlulas lin-
foides do se estimularon con lina A. La de-
termi i6n de linfe T por medio de E

qQuelos p i6n en comparacién con el
grupo tau.o de sujetos normnla u determinacion de lin-

p es Fc dos por la formacién
de rosetas con eritrocitos de pollo sensibilizados con 1gG,
demoslrb enlos enfemos un incremento significativo en los

les de dichos ki T . En el cultivo de
lmfocnos de sangre penfénu. la lnnsfommén blastoide
ida por estimulacién con lina A y medida

por mcorvonabn de timidina tritiada presenté niveles ba-
jos en los pacientes leprosos.

Los estudios i dos d

de lepra |1 lepr

mente superior de lmfomos T supresores que los mostrados

en sujetos dimumeme sanos, y que aquélios pueden ser los
de la ion insuficiente de sus ctlulas

linfoides tras ¢! estimul itogénico de linfocitos T.

'-von que los enfermos

o significativa-

decreased levels when compared to normal control subjects.
‘The determination of Fc-gamma supressor T lymphocytes
evaluated by rosette formation with chicken erythrocytes sen-
sitized with IgG, showed significantly increased levels of
such lymphocytes. In the culture of penpheul blood lym-
phocytes, blastoid transformation induced b;

y
¢ A and mediated by tritiated thymidine revealed low levels in

leprosy patients.

The studi ioned d d that p with le-
promatous leprosy course with significantly increased num-
bers of suppressor T I_vmphocwes than those appearing in

ically healthy individ This could be the cause of i in-
sufﬁcnem lransformauon of Iymphoid cells after mi
stimulation by T lymphocytes.
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Los pacicntes de lepra lepromatosa experimentan
depresion generalizada de la inmunidad celular! que
se manifiesta, entre otras cosas, como incapacidad
para reaccionar & los antigenos de Mycobacterium le-
prae en prucbas de transformacion blastoide.2? Sc ha
postulado que en los enfermos de lepra lepromatosa
1a causa es un estado de tolerancia inmunologica ad-
quirida, con falta de resistencia al padecimiento,*
funcion alierada de sus macréfagos para presentar
adecuadamente los antigenos de M. leprae a las célu-
las inmunolégicamente suficientes® y disminucion de
su reaccion inmunitaria celular mediada por células
supresoras.*

No se conocen los mecanismos causantes de estas al-
teraci . y €5 i0 determinarlos ya que son
esenciales para entender las caracteristicas inmuno-
16gicas de la lepra. Por lo antes expresado, y con ob-
jeto de obtener informacion adicional referente a la
supresion de la reaccién inmunitaria celular, se reali-
26 un estudio comparativo entre pacientes de lepra
lepromatosa y sujetos clinicamente sanos, investigan-
do la subpoblacion de linfocitos T supresores de la re-
accién inmunitaria celular, asi como la capacidad de
proliferacién de las células linfoides a la estimulacién
con concanavalina A (Con A).

Patients with lepromatous leprosy course with a gene-
ralized depression of cellular immunity! which be-
comes manifest among other things, by an incapacity to
react to the antigens of Afycobacterium leproe in
blastoid transformation tests.2:3 It has been postu-
lated that an acquired immunologic tolerance is res-
ponsible for the lack of resistance that patients with
leprosy have for this entity,* due to aliered function
of their macrophages to present antigens to M. leproe
adequately to immunologically competent cells® and
to the diminished cellular immune response mediated
by suppressor cells.¢

The mechanisms responsible for these alteratiohs are
still unknown and it is necessary to determine them
since they are essential to understand the immunologic
characteristics of leprosy. Based on these concepts and
with the object of obtaining additional information
pertaining to the suppressed cellular immune response,
a comparative study between patients with leproma-
tous leprosy and clinically healthy individuals was
performed, to investigate T lymphocyte subpopula-
tion of the cellular immune response, as well as the
capacity to proliferate of concanavalin A (Con A)
stimulated lymphoid cells.

Material y métodos

Material and methods

Sujetos de estudio. Se estudiaron 24 pacientes de
lepra lepromatosa del Instituto Dermatolégico de la
SSA, en Guadalajara, Jalisco. La edad de los pacien-
tes fluctuaba entre 20 y 70 afios, de los cuales 19
correspondieron al sexo masculino y cinco al femeni-
no. El diagnéstico clinico correspondi6 en 18 de los
enfermos a lepra lepromatosa nodular y en seis a
lepra lepromatosa difusa. Todos ellos se encontraban
bajo tratamiento con diaminodifenilsulfona a dosis
de 100 mg diarios por tiempos Que variaron entre dos
y 15 aftos.

Obtencion de células mononucleares. Se obtuvo
sangre heparinizada (20 Ul/ml) por puncion venosa,
1a cual se someti6 a centrifugacién en un gradiente de
ficoll-hypaque.”-8 Las células mononucleares se ob-
tuvieron en la interfase de la mezcla centrifugada, y
se lavaron tres veces con solucién salina balanceada
de Hanks (SSBH). Las células se resuspendieron en
medio de cultivo RPMI-1640 (Gibco), enriquecido
con 5 por ciento de suero fetal de ternera.

Study subjects. The study comprised 24 patients with
lepromatous leprosy from the Instituto Dermatolégico
de la Secretaria de Salud in Guadalajara, Jalisco. Their
ages fluctuated between 20 and 70 years and 19 were
males, with S females. In 18 Qf the subjects ieprosy
was of the nodular variety, while six coursed with the
diffuse type. All of them were under treatment with
diamino-diphenyl-sulfone at a dose of 100 mg a day
for periods varying between 2 and 15 years.

Ob ion of lear cells. Heparinized blood
was obtained (20 1U/ml) by venous puncture and was
centrifuged in a Ficoll-Hypaque gradient.”.8 The mo-
nonuclear cells were obtained at the interphase of the
centrifuged mixture, and were washed three times
with Hank’s balanced saline solution (HBSS). Then,
the cells were resuspended in RPMI-1640 culture me-
dium (Gibco), enriched with § per cent calf serum.
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Determinacion de linfocitos derivados del timo (T)
torales. Los linfocitos T humanos se identificaron
por medio de su capacidad de formar rosetas con eri-
trocitos de camero; a estos linfocitos se les denomina
**células formadoras de rosetas E” (CFR-E).%!! Para
este objeto las ctlulas mononucieares purificadas se
ajustaron a una concentracidon de 2 x 108 por cada
0.25 ml de medio RPMI-1640 enriquecido con 5 por
ciento de suero fetal de termera. A continuacioén, se
les nnadneron 0.25 mi de una suspension de eritroci-
tos de carnero al 2 por ciento en SSBH (v/v) y se in-
cubaron 1S min a 37°C. Posteriormente la suspen-
sidn celular se centrifugd a 100 g durante 10 min, se
llevé a 4°C durante 18 h, se resuspendio el paquete de
células cuidadosamente y se contd el namero de
CFR-E que tenian tres o mas eritrocitos de carnero
adheridos a su membrana. Finalmente se calcul6 el
porcentaje de células viables por medio de incorpora-
cién de azul tripano (0.4 por ciento) y se descartaron
aquéllas que incorporaron el colorante vital.

Determinacion de linfocitos T supresores (LTS).
Tanto los LTS como los linfocitos B y los macr6fa-
2Os presentan receptores para el fragmento Fc de la
inmunoglobulina G (1gG). Por lo tanto, para deter-
minar ¢i nimero de LTS fue necesario purificar esta
poblacién para eliminar a los linfocitos B y los
macrbfagos que poseen el receptor similar para el Fc
de l1a IgG. Con este objeto, se obtuvieron primero las
CFR-E, las cuales se someticron a un gradiente de
ficoll-hypaque (1 ml), lo que permitié separarlas de
los linfocitos B y los macréfagos. Después de centri-
fugar a 200 g durante 20 min a temperatura ambien-
tal, la suspension de células que contenian las CFR-E
se obtuvieron en el fondo del tubo; las células se re-
suspendieron y se lavaron dos veces con SSBH a 200
& durante 10 min a temperatura ambiental, y final-
mente se sometieron a un choque hipoténico. Con tal
propésito se atadieron al concentrado de células cin-
co gotas de agua destilada estéril durante tres segun-
dos, e inmediatamente se resuspendieron en SSBH.
La mezcla se centrifugd a 200 g durante 1S min a
22°C, y el sedimento celular se resuspendi6é en 0.25
ml de RPMI-1640 enriquecido con suero fetal de ter-
nera. A los linfocitos T se les afadié una suspension
de eritrocitos de pollo al 2 por ciento, los cuales se
habian cubierto previamente con una dosis subagluti-
nante de IgG antipolio; la mezcla se incub6 durante
30 a 60 min a 37°C, se centrifugd a 100 g durante 10
min, se repitié la incubacién a 37°C ahora por 5 min
y, finalmente, el sedimento celular se llevd a 4°C du-
rante 18 h. Después de este periodo se contaron los
linfocitos que tenian adheridos a su membrana tres o
maAs eritrocitos de pollo sensibilizados con su anti-

Determination of total lymphocytes derived from the
thymus (T). Human T lymphocytes were identified
by their capacity to form rosettes with calf erythro-
cytes, which were then referred to as **E-rosette form-
ing cells’* (E-RFC).%1! To this end, the purified mo-
nonuclear cells were adjusted to a concentration of 2
x 108 per 0.25 m] of RPMI-1640 medium, enriched
with $ per cent fetal calf serum. Then, 0.2S m] of &
suspension of calf erythrocytes was added at 2 per
cent in SSBH (v/v) and was incubated 15 minutes at
37°C. Later the cellular suspension was centrifuged
at 100 g during 10 minutes and taken to 4°C during
18 hours, then the package of cells was carefully re-
suspended and the E-RFC which had more than three
calf erythrocytes adhering to their membrane, were
counted. Finally, the percentage of viable cells was
calculated by means of trypan blue (0.4 per cent) and
those that incorporated the vital dye, were discarded.

Determination of suppressor T lymphocytes (STL).
STL., B lymphocytes and macrophages present recep-
tors for the Fc fragment of immunoglobulin G (1gG).
In order to determine the number of STL it was
necessary to purify this population to eliminate B
lymphocytes and macrophages possessing the same
Fc receptor for IgG. To this end, the E-RFL were ob-
tained first, by subjecting the suspension to a Ficoll-
Hypaque gradient (1 ml), which allowed their separa-
tion from B lymphocytes and macrophages. After
centrifuging at 200 g for 20 minutes at room tempera-
ture, the suspension of cells containing E-RFC were
obtained at the bottom of the tube and resuspended,
washed twice with SSBH at 200 g during 10 minutes at
room temperature and finally subjected 1o hypotonic
shock. With this purpose, to the package of cells were
added five drops of sterile distiled water during three
seconds and immediately resuspended in SSBH. The
mixture was centrifuged at 200 g during 15 minutes at
22°C and the cellular sediment was resuspended in
0.25 ml of RPMI-1640 enriched with fetal calf serum.
To the T lymphocytes was added a suspension of
chicken erythrocytes at 2 per cent, which had pre-
viously been covered with a subagglutinating dose of
anti-chicken IgG; the mixture was incubated during
30 to 60 minutes at 37°C and centrifuged at 100 g for
10 minutes and incubated again at 37°C this time for S
minutes and finally, the sediment was taken to 4°C
during 18 hours. After this period, the lymphocytes
which had three or more chicken erythrocytes sensi-
tized to its specific antibody, adhering to their
membrane, were counted. With the information ob-
tained, the number of rosette forming cells with the
sensitized erythrocytes (T-Fc-IgG) were determined

per ml or in percentages,12.13
TEST COn
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cuerpo especifico. Con la informacion obtenida se
determiné el namero de ctlulas que formaron rosetas
con los eritrocitos sensibilizados (T-Fc-1gG) por ml o
en porcentaje.12.13

Sensibilizacion de eritrocitos de polio con IgG anti-
polio. La 1gG antipollo se obiuvo por el método
descrito por Garvey y col.!4 usando pars la inmuni-
zacién de conejos una suspension de eritrocitos de
polio previamente lavados con SSBH. Se prepar6
una solucién de IgG antipollo que contenia 1 mg/ml
en SSBH y se determiné su titulo de hemaglutinacién
contra una suspension de eritrocitos de pollo al 2 por
ciento. Para la sensibilizacién de los eritrocitos de
pollo se usé la primera dilucién de 1a 1gG antipollo
que no presentd hemaglutinacién visible a la inspec-
ciébn ocular.

Cultivo de linfocitos para determinar la proliferacién
celular. La prueba se realizé con la suspension de cé-
lulas mononucleares que se obtuvieron después de la
centrifugacién en el gradiente de ficoll-hypaque.? El
cultivo de Linfocitos para medir la sintesis de dcido de-
soxirribonucleico (DNA) en la divisidn celular se reali-
26 midiendo la incorporacion de timidina marcada con
tritio CH-TdR) en el DNA de 1a ctlula. El método
consistié en cultivar 2.5 x 10° células en 0.1 ml de
medio RPMI-1640 complementado con $ por ciento
suero fetal de ternera que contenia penicilina y
estreptomicina.!$ Las células se estimularon con dife-
rentes concentraciones de Con A en volumenes de 0.1
ml, las cuales en estudios preliminares habian mos-
trado una estimulacion 6ptima. Después de 48 h de
incubacién a 37°C en una aimésfera de 5 por ciento
de CO; en aire, se afadio | vCi/10ul de 3H-TdR
(metil-JH-TdR, actividad especifica 1.9 Ci/mmol) y
se continué la incubacién por 18 h mas. Al finalizar
el cultivo las células se cosecharon sobre papeles
filtro en un microcosechador Brandel y los filiros se
introdujeron en liquido de centelleo para su lectura
posterior en un contador beta. Los cultivos se realiza-
ron por cuadruplicado. Los resultados se informan
en cuentas por minuto (cpm) que indican la marca ra-
dioactiva incorporada.

Sensitization of chicken erythrocytes with anii-
chicken IgG. Antichicken 1gG was obtained by the me-
thod of Garvey et al.!* with rabbits immunized by a
suspension of chicken erythrocytes previously wash-
ed in HBSS. A solution was prepared in antichicken
1gG containing 1 ml/ml in HBSS and its titer of he-
magglutination was determined against a suspension
of chicken erythrocytes at 2 per cent concentration.
The first dilution was used for the sensitization of
chicken erythrocytes of antichicken IgG that did not
present visible hemagglutination on ocular inspection.

Lymphocyte culture to determine cellular prolifera-
tion. The test was performed with the suspension of
mononuclear cells obtained after centrifugation in
the Ficoll-Hypaque gradient.” The culture of lym-
phocytes to measure synthesis of desoxyribonucleic
acid (DNA) in cellular division, was performed by thy-
midine incorporation labeled with tritium (*H-TdR),
in the DNA of the cell. The method consisted in cul-
turing 2.5 x 106 cells in 0.1 ml de RPMI-1640 me-
dium supplemented with $ per cent fetal calf serum
containing penicillin and streptomycin.!$ The cells
were stimulated with different concentrations of Con
A in volumes of 0.1 ml, which in previous trials had
shown optimal stimulation. After 48 hours of incu-
bation at 37°C in an atmosphere of S per cent COz in
the air, 1 uCiZ10 1of 3H-TdR (methyl-H-TdR spe-
cific activity 1.9 Ci/mmole) was added and incuba-
tion was continued for 18 additional hours. At the
end of this period the cells were harvested on paper
filters in a microharvester Brandel and the filters
were introduced in scintillation fluid for a later reading
in a beta counter. Cultures were performed in qua-
druplicate and the results reported in counts per mi-
nute (cpm) which indicate the incorporated radioac-
tive label.

Resultados

Results

Nimero de células mononucleares. El namero de cé-
lulas mononucleares periféricas de pacientes de lepra
lepromatosa aisladas por gradiente de ficoll-hypaque
se encontrd significativamente disminuido en 16 de

Number of lear cells. The number of pe-
npheral mononuclear cells in patients with leproma-
tous leprosy isolated by Ficoll-Hypaque gradient,
was significantly diminished in 16 of the 24 patients
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los 24 pacientes estudiados cuando se le compar6 con studied, wh.cn compared with the group of healthy
¢l grupo de los sujelos sanos testigos (P« 0.02) (cua- control subjects (P 0.02) (table 1).
dro 1).

CUADRO L. NUMERO DE CELULAS MONONUCLEARES OBTENIDAS DE SANGRE
PERIFERICA DE PACIENTES DE LEPRA LEPROMATOSA
POR MEDIO DE UN GRADIENTE DE FICOLL-HYPAQUE
TABLE 1. NUMBER OF MONONUCLEAR CELLS OBTAINED FROM THE BLOOD
OF PATIENTS WITH LEPROMATOUS LEPROSY BY MEANS
OF A FICOLL-HYPAQUE GRADIENT

Grupo No Células/ v |
Group : Cells/ v 1
Enfermos 24 800 *+ 78°
Patients
Sanos 32 1 500 + 102
Controls
® Media aritmética £ error tipo. La diferencia entre los grupos es * Arnithmetical mean % type error. The diffetence between the
significativa (P <0.02). group is significant (P<0.02).
Determinacién de linfocitos T totales. La determina- Determination of total T [ymphocytes. The determi-
cién de linfocitos T por medio de la formaciéon de nation of T lymphocytes by means of E-RFC in 14
CFR-E en 14 pacientes de lepra lepromatosa mostrd patients with lepromatous leprosy showed signifi-
valores significativamente disminuidos (P <0.02) en cantly diminished values (P < 0.02) in relation 10 the
relaciébn con el grupo testigo de individuos sanos healthy control group (table II).

(cuadro II).

CUADRO II. DETERMINACION DE LINFOCITOS T TOTALES
Y T SUPRESORES EN SANGRE PERIFERICA DE PACIENTES
DE LEPRA LEPROMATOSA
TABLE II. TOTAL T AND SUPPRESSOR LYMPHOCYTE
DETERMINATION IN PERIPHERAL BLOOD OF

PATIENTS WITH LEPROMATOUS LEPROSY <
Linfocitos T
T lymphocytes
Totales Supresores
Total Suppressors
Grupo No. % No. %
Group
Enfermos 14 36.+3 10 15+ 3°
Patients
Sanos 16 542 8 11t
Controls

®  Media aritmética 2 ervor tipo. La diferencia entre los distintos * Arithmetical mean =% type error. The difference between the
grupos es significativa (P <0.01, andlisis factorial 2 x 2). groups is sighificant (P« 0.01, faciorial analysis 2 x 2).
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Enumeracion de LTS. Los pacientes con lepra lepro-
matosa mostraron en general un mayor namero de
LTS (T-Fc-1gG) que los encontrados en sujetos sa-
nos. La diferencia analizada por la prueba factorial
de 2 x 2 fue significativa (P <0.01) (cuadro 1I).

Efecto de lc Con A sobre los linfocitos de pacientes
de lepra lepromaitosa. Con objeto de determinar la
actividad de Jos linfocitos T de pacientes con lepra
lepromatosa, se realizaron estudios de transforma-
cibn blastoide usando para el caso la estimulacién de
los linfocitos T. con Con A. La estimulacién de los
linfocitos T de pacientes y testigos se llevo a cabo con
Ia dosis 6ptima de Con A, especificamente 10u4g/m!
del mitbgeno. Se incluyeron los testigos apropiados
de ambos grupos, los cuales no recibieron Con A.
Como puede observarse en el cuadro 111, los linfoci-
tos de los pacientes lepromatosos reaccionan menos
al estimulo de Con A que los linfocitos de los sujetos
sanos. Los resultados muestran que la incorporacion
de la timidina tritiada es significativamente menor
(P <0.02) en el grupo de lepromatosos que en el de
testigos sanos. Los datos sugieren que los linfocitos T
de los enfermos leprosos lepromatosos experimentan
una alteracién en su capacidad de proliferacion fren-
te al estimulo mit6geno.

ARCRIVOS DE INVESTIGACION MEDICA (MEXICO), VOL. 16, No. 2, 1983

Ennumeration of suppressor T {ymphocyies. In gene-
ral, patients with lepromatous leprosy coursed with
higher numbers of STL (T-Fc-1gG) than those found
in healthy subjects. The difference analyzed by the
factorial 2 x 2 test proved to be significant (P<0.01)
(table 11).

Effect of Con A on lymphocytes from patients with
lepromatous leprosy. With the object of determining
the activity of T lymphocyles from patients with
lepromatous leprosy, studies of blastoid transforma-
tion were performed in this case by using Con A to
stimulate lymphocytes. Stimulation of lymphocytes
from patients and controls was performed with opti-
mal dose of Con A, specifically 10s¢g/ml of this mi-
togen. Appropriate controls were included from both
groups, which did not receive Con A. As can be seen
in table lIl, the lymphocytes from patients with
leprosy respond less to Con A stimulation than lym-
phocytes from healthy people. The results show that
tritiated thymidine incorporation is significantly low-
er (P < 0.002) in the group with leprosy than in
healthy controls. These data suggest that T lympho-
cytes of patients with lepromatous leprosy present al-
tered capacity to proliferate when faced with mitoge-
nic stimulation.

CUADRO III. EFECTO DE LA CONCANAVALINA A SOBRE
LOS LINFOCITOS DE PACIENTES DE LEPRA LEPROMATOSA
TABLE I11. EFFECT OF CONCANAVALIN A ON THE LIMPHOCYTES
OF PATIENTS WITH LEPROMATOUS LEPROSY

Grupo No. Incorporacién de timidina tritiada
(CPM)
Group Incorporation of tritiated thymidine
(CPM)
<
Enfermos 16 45 132 *+ 10294
Patients
Sanos 17 104 233 + 11 089*
Controls

* Moedia aritmética * ervor tipo. La diferencia entre los grupos es
significativa (P €0.02).

* Arithmetical mediz X type error. The difference between the
groups is significant (P <0.02).

Discusion

Discussion

Los resultados que aqui se presentan indican que los
enfermos de lepra lepromatosa muestran una depre-
si6bn de la reaccibn inmunitaria celular aunada a otras

The results presented here indicate that people affect-
ed with lepromatous leprosy course with a depression
of the cellular immune response linked to other alte-
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alteraciones. Asi, los enfermos lepromatosos mostra-
ron una disminucion en el numero de ctiulas mono-
nucleares (P < 0.02) y en la proporcion de linfocitos T
totales (P < 0.02) de sangre periférica en relacion con
los testigos sanos estudiados. Ademas, el numero de
LTS (T-Fc-IgG) se encontrd aumentado significativa-
mente (P <0.02). Esto sugiere que en la poblaciéon de
linfocitos T totales predomina el nomero de LTS,
que probablemente ejercen una represion de la reac-
cién celular en los enfermos de lepra lepromatosa.

En los ba&iemu lepromatosos la transformacion
blastoide inducida por Con A (10/:g por ml) estaba
disminuida (P <0.02), lo cual concuerda con los re-
sultados de estudios previos.2.3.16 Puede decirse que
en los sujetos leprosos la disminucién de los linfoci-
tos T totales y el aumento relativo de LTS pueden
explicar la alteracion de 1a reaccion linfocitaria a la
Con A in vitro; ademas, existe una marcada tenden-
cia a la proliferacion celular disminuida, seguramente
por la disminucién en la proporcién de linfocitos T
que reaccionan al mitégeno y que refleja actividad al-
terada a nivel de los linfocitos T efectores circulantes.

Las células supresoras parecen actuar por medio de la
interaccion célula T supresora-macrofago-células T y
B efectoras; esta estrecha relacion se efectiia por re-
conocimiento de receptores especificos de superficie
y produccién de linfocinas.17.18 La actividad primor-
dial del macréfago cuando ha sido activado por lin-
focinas es presentar el antigeno a los linfocitos y
destruir a M. leprae. E]l macrdfago puede tener también
una funcién importante como célula supresora,!%-22
cuando lo estimulan micobacterias, mediante libera-
cién de factores solubles supresores como las mananas
y las prostaglandinas;?! asi, se ha encontrado que al
eliminar al macréfago de algunos cultivos se puede
restituir 1a reaccion al mitdgeno. La accidén supresora
puede deberse a que libera factores supresores o que
deja de liberar factores cooperadores, como sucede
en condiciones normales.

Se ha encontrado que existe deficiencia en la libera-
ciébn de factores del crecimiento para linfocitos T
(interleucina-2, IL-2) en ratones leprosos.2? En estu-
dios preliminares en el laboratorio de los autores se
ha encontrado que existe deficiencia en la produccion
de IL-2 en enfermos de lepra lepromatosa. La impor-
tancia de las interleucinas radica en los efectos biolo-
gicos que ejercen sobre la reacci6n inmunitaria celu-
lar y en sus propiedades que la hacen potencialmente
un arma terapéutica y de diagnostico.4-26

En conclusién, los enfermos de lepra lepromatosa
presentan un namero significativamente superior de

rations. In this series patients showed a diminished
number of mononuclear cells (P <0.02) as weli as a
proportion of total T lymphocytes (P< 0.02). In pe-
ripheral blood in relation to the healthy controls in
the study. Besides, the number of STL (T-Fc-1gG)
appeared significantly higher ( P<0.02). This suggests
that the total T lymphocyte population prevails over
the number of STC, which probably exert repressive
cellular responses in patients with lepromatous le-
prosy.

In patients with lepromatous leprosy, the blastoid
transformation induced by Con A (10ug per ml) was
diminished (P < 0.02), which is in keeping with pre-
vious studies.2.3.16 It can be said that in leprosy the
diminished total T lymphocytes and the relative in-
crease of STL, are capable of explaining the altered
lymphocitic response to Con A in viuro; there is, besides,
a marked tendency to diminished cellular prolifera-
tion, due most assuredly to the diminished propor-
tion of T lymphocytes which respond to the mitogen
and which reflects an altered activity at the level of
circulating effector T lymphocytes.

Suppressor cells seem to act through interaction: sup-
pressor T cell macrophage and B effector cell; this
tight relation comes about with the recognition of spe-
cific surface receptors and with the production of lym-
phokines.17.18 The primordial activity of macrophages
when activated by lymphokines is to present the anti-
gen to the lymphocyte and to destroy M. /leprae. The
macrophage can play an important part as a suppressor
cell®-22 when stimulated by mycobacteriae through the
liberation of soluble suppressor factors such as ma-
nanas and prostaglandins;2! it has been found that by
eliminating the macrophage from certain cultures it is
possible to restitute the response to the mitogen. The
suppressor action could be due to the liberation of
suppressor factors or to the lack of release of coope-
rating factors as occurs under normal conditions.

It has been found that there is a deficiency in the re-
lease of T lymphocyie growth factor (interleukin 2,
IL 2) in lepromatous mice.23 Preliminary studies in
this laboratory have shown that there is a deficiency
of IL 2 in patients with lepromatous leprosy. The im-
portance of interleukins stems from the biological ef-
fects they exert on the cellular immune response and
on their properties, which potentially convent them
into therapeutic and diagnostic tools.24.26

In conclusion, patients with lepromatous leprosy
course with a significantly more elevated number of
suppressor T lymphocytes than those present in clini-
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linfocitos T supresores que los determinados en suje-
tos clinicamente sanos, y que podrian ser los causan-
tes de la transformacién insuficiente de sus células
linfoides al estimulo mitégeno de los linfocitos T.

cally healthy subjects and they could be responsible
for an insufficient transformation of lymphoid cells
under the mitogenic stimulus of T lymphocytes.
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ence of endosymbionts. Third, M. leprae
may itself be an endosymbiont.

In view of these possibilities, it would be
of interest to examine protozoa in those en-
vironments where the earth-burrowing ar-
madillos have been infected with M. leprae,
as well as to attempt the infection of various
protozoa with this pathogen in the hope of
developing a “‘cell line™ for drug-resistance
studies and large-scale propagation.

—John M. Grange, M.Sc., M.D.
—C. Ann Dewar, M.L.Biol.
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University of London
Fulham Road
London SW3 6HP, U.K.
—Timothy J. Rowbotham, B.Sc., Ph.D.
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Bridle Path ‘
York Road
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Deficiency in the Biosynthesis of Interleukin 2 (IL-2)
and Functional Presence of the IL-2 Receptor
in Lepromatous Leprosy

To THE EDITOR:

Patients with lepromatous leprosy (LL)
have a depressed cellular immune capacity
to respond to antigens from Mycobacterium
leprae, a reduction in effector and helper T
cells, and an increase in suppressor T cells
(4. 1116y A reduction in the synthesis of
interleukins has been postulated in some
murine models (°). In man, it has been shown
that upon the addition of interleukin 2
(IL-2) to cultures of lymphocytes from pa-
tients with LL, these lymphocytes recover
their capacity to proliferate (- *). However,
in another paper ('?) it has been pointed out
that this phenomenon does not occur.

We report here the results of a study look-
ing for the production of IL-2 by lympho-
cytes from patients with LL, and the func-

tional presence of IL-2 receptors on their
lymphocytes.

Study subjects. Twenty patients, 11 men
and 9 women, from the Instituto Derma-
tolégico at Guadalajara, Jalisco, Meéxico,
were diagnosed as having nodular LL ac-
cording to international criteria ('4). All pre-
sented positive bacilloscopy, and all re-
ceived an irregular treatment of 100 mg of
dapsone (diaminodiphyenyl sulfone) per
day. The length of treatment ranged from 2
to 15 years. Fourteen patients were studied
for the biosynthesis of IL-2 by T lympho-
cytes obtained from peripheral blood, and
the functional presence of the IL-2 receptor
on T lymphocytes was studied in 6 patients.
Controls consisted of 14 unrelated healthy
subjects for the first study and 6 apparently
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normal subjects for the second, all matched
for sex and age as much as possible.

Mononuclear cells. Heparinized blood (20
1U/ml) was obtained from each subject by
venipuncture. After the blood had been cen-
trifuged on a Ficoll-Hypaque gradient (3 '°)
at 400 x g, the mononuclear cells were re-
covered and washed three times with Hanks’
balanced salt solution (HBSS). The cells were
then resuspended in RPMI 1640 culture
medium (GIBCO, Grand Island, New York,
U.S.A.) supplemented with 5% heat-inac-
tivated fetal calf serum, 2 mM glutamine,
1 mM sodium pyruvate, 0.1 mM nonessen-
tial amino acids, 10 mM HEPES, 5 x 103
M 2-mercaptoethanol, and penicillin 100
U/ml and streptomycin 100 ug/ml.

Biosynthesis of 1L-2 by T lymphocytes.
To 2 x 10% mononuclear cells for culture
" (which included T lymphocytes), 10 ug/ml
of concanavalin A (ConA) was added. The
cultures were incubated for 48 hrat 37°C in
a mixture of 95% air and 5% CO,. There-
after, each supernatant was assayed for
IL-2 activity (3).

IL-2 activity assay. The assay method used
was that described by Gillis (*-¢). In brief,
a cytotoxic T-cell line (CTLL-2) obtained
from C57BL/6 mouse spleen was main-
tained in culture for long periods through
the use of T-cell growth factor (IL-2) (3).
These cells were washed in HBSS, resus-
pended in 0.1 ml of culture medium in a
concentration of 1 x 10¢ cells, and added
to cach well of a 96-well microplate (Costar
3596, Cambridge, Massachusetts, U.S.A.).
Serial dilutions of the supernatants (0.1 ml)
from the ConA-stimulated T-lymphocyte
cultures were added to these cells with alpha
methyl mannoside at a final concentration
of 0.1 M, and incubated for 24 hr under
culture conditions. Thereafier, each well was
pulsed with 1 uCi of 2H-thymidine (specific
aclivity 6.7 Ci/umole; New England Nucle-
ar, Boston, Massachusetts, U.S.A)). After
18 hr of incubation, the cells were harvested
and the incorporation of *H-thymidine was
measured in a beta counter (Packard).

Functional presence of IL-2 receptors on
the surface of T cells. To test the presence
of IL-2 receptors on the surface of T cells
from LL patients and controls which had
been previously stimulated by ConA for 72
hr (activated T cells) (*), these cells were
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harvested, washed twice in HBSS, and
placed in a 96-well microplate at a concen-
tration of 1 x 10*cells (0.1 ml) per well and
at a final concentration of 0.1 M aipha
methyl mannoside. Serial dilutions of com-
mercial purified 1L-2 (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, Missouri, U.S.A.) or of IL-2-en-
riched supernatants from cultures of Wistar
rat spleen cells which had been stimulated
with ConA were added to the microplate
(0.1 ml per well). After 24 hr of incubation
under culture conditions, each well was
puised with 3H-thymidine as described
above. The cells were harvested 18 hr later,
and the incorporation of *H-thymidine was

-measured (*'%). The data obtained were

analyzed by the Student’s ¢ test.

Results from the 14 LL patients in whom
biosynthesis of IL-2 was looked for are ex-
pressed in Table 1. It can be seen that the
production of IL-2 by previously ConA-
stimulated T lymphocytes from LL patienis
was significantly diminished compared with
those from a healthy subject control group
(p < 0.001).

Table 2 shows the result of adding IL-2
supernatants from rat spleenocytes or com-
mercial purified 1L-2 to previously ConA-
stimulated T lymphocytes from LL patients
in order to show the receptor for IL-2. Such
T lymphocytes showed a lower incorpora-
tion of *H-thymidine when they were pre-
viously stimulated with ConA (mean
24,871) compared with a healthy subject
group (mecan 75,686) (p < 0.01). Although
both groups of T cells produced IL-2, the
amount produced by those from LL patients
was significantly lower than the amount
produced by those from normal subjects.
However, when these T-activated lympho-
cytes in both groups (LL patients and con-
trols) were supplemented with exogenous
IL-2 added to the cell cultures, the cells from
LL patients showed normatl activity (mean
10,352) when compared with controls
(mean 9198).

It is important to point out that the num-
ber of cells tested in the second part of this
experiment was lower (1 x< 10* cells) than
in the first part (2 x 10° cells); this fact
explains why the counts per minute (cpm)
were lower in this second part.

The group of 20 LL patients represents a
heterogencous group. However, when {hese
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TABLE 1. Stimulation of CTLL-2* cells
by interleukin-2 present in the culture su-
pernatants of T lymphocytes activated with
ConA from patients with lepromatous lep-
rosy and healthy subjects.

Counts per minute from
Cells stimulated with

j- Cells plus
Er:':::: mediﬁm 1L-2 supernatants

(back- L Healthy

ground) patients® subjects

1 3,966 4,488 31,336
2 3,498 4,336 21,663
3 2,230 4,745 14,106
4 1,786 3,794 20,576
5 3,699 3,184 12,180
6 3,894 3,254 9,168
7 5.870 27,406 37,565
8 5,491 11,261 38,430
9 4,543 2,031 16,293
10 4,220 3,505 16,200
1 4,512 5,014 11,485
12 5,543 6,505 20,530
13 5,810 5,045 21,570
14 5,540 5,306 22,333

* Cytotoxic T-lymphocyte line-2 (CTLL-2) from
spleen of C57BL/6 mice 10,000 per culture in 0.2 ml
medium.

® The dilution in which the maximum IL-2 activity
was present was 1:256 for all the expcriments.

« Significantly less than healthy subjects, p < 0.001,
Student’s ¢ test.
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patients were diagnosed all had a positive
bacilloscopy and a biopsy with a heavy load
of bacilli. Treatment with dapsone was
started once they were diagnosed but, un-
fortunately, as frequ®ntly happens, the
treatment was not followed in a regular
manner. For this reason, bacilloscopy re-
mained positive in all of them for a period
of treatment as long as 15 years. Also for
this reason, it is difficult to determine the
action dapsone could have played (if any)
in modifying the immune response of the
host.

In the 14 cases studied, the T lympho-
cytes of LL patients exhibited reduced levels *
of IL-2 activity, These data suggest that the
T cells of the patients may have an altera-
tion in the biosynthesis of IL-2, confirming
previous results from Nogueira, et al. (**).
This may explain the inability of these cells
to adequately proliferate after stimulation
with mitogens and their inability to help in
the control of M. leprae infection.

It has been reported in specific systems
(-®) that when IL-2 is added to T-cell cul-
tures stimulated with A. leprae the cells re-
gain their full capacity to proliferate. On the
other hand, Mohagheghpour, et al. ('2) re-
ported that when exogenous 1L-2 is added

TABLE 2. Presence of IL-2 receptor on previously ConA-stimulated T lymphocytes ob-

tained from LL patients.

Counts per minute of

. . ConA-activated
Diagnosis Medium ConA-stimulated Medium T lymphocytes®
(unstimulated) T lymphocytes* (not pl d) pl d with
A exogenous IL-2
LL 826 =+ 65 32,100 = 3,440 664 + 120 16,035 =+ 552
LL 1,447 % 325 13,504 * 2,444 238 + 53 14,386 > 254
LL 1,357 = 231 22,959 =+ 5,002 617 + 32 6,176 = 580
LL 1,531 * 514 39,878 = 3,590 410 + 206 6,374 * 750
LL 1,594 + 252 28,801 = 1,825 356 + 91 8,071 * 1,040
LL 1,569 % 205 11,987 =+ 958 535 + 132 10,876 + 474
Mean * S.D. 1,387 = 288 24,871 = 10,879 470 + 163 10,352¢ + 4,139
Healthy 1,273 + 44 74,396 * 5,904 1,064 = 154 15,376 + 340
Healthy 924 + 219 65,730 = 3,504 864 + 207 8,573 =+ 349
Healthy 2,246 + 1,651 56,041 = 7,044 550 + 118 7,155 = 900
Healthy 927 + 118 71,042 * 2511 421 + 122 15,079 =+ 278
Healthy 519 + 74 58,584 < 3,001 1,228 + 108 7,042 + 278
Healthy 643 + 12 128,291 =+ 5,544 909 + 63 1,964 x 105
Mean x S.D. 1,089 + 780 75,680 * 26,713 839.5 + 305 9,198 =+ 5,182
*2 x 10%0.2 ml lymphocytes were used for these experiments.

® 1 x 10%0.2 m! lymphocytes were used for these experiments.
< Significantly less than healthy subjects, p < 0.001, Student's ¢ test.

4 No significant difference from healthy subjects.
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to T-cell cultures stimulated with M. leprae,
they do not regain their capacity to prolif-
erate because they lack the IL-2 receptor.
Here, in another system, we have studied
the functional presence of the IL-2 receptor
on ConA-activated T cells from LL pa-
tients, and we have demonstrated that the
addition of exogenous IL-2 to cell cultures
did, indeed, restore adequate proliferation
of ConA-stimulated T cells, thereby imply-
ing that the IL-2 receptor was present and
functioning on the surface of the LL pa-
tients’ cells. i

Finally, in 3 LL patients with type 2 re-
action, in which all of the above-mentioned
experiments were done, their ConA-stim-
ulated T cells were incapable of responding
to the addition of exogenous IL-2, suggest-
ing that in this particular case (leprosy re-
action) the receptor for IL-2 was absent or
not functioning. More work is in progress,
however, in order to test if this last state-
ment is true or not.

—Alfonso Enrique Islas-Rodriguez, M.Sc.
—Roberto Morales-Ortiz, M.D.

— Mary Fafutis-Morris, M.T.

—Amado Gonzilez-Mendoza, M.D.
—Liberado Ortiz-Ortiz, Ph.D.

Instituto de Patologia
Infecciosa y Experimental
de la Universidad de Guadalajara
Calle Hospital 278
Secior Hidalgo
44280 Guadalajara, Jalisco, México
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Detection of Interleukin-2 Receptor (IL-2r)
by Indirect Immunofluorescence with Anti-Tac
Monoclonal Antibody on the Surface of T Lymphocytes

from Patients with Lepromatous Leprosy

To THE EDITOR:

We have recently published that lympho-
cytes from patients with lepromatous lep-
rosy (LL) stimulated with concanavalin A
(ConA) are deficient in the synthesis of in-
terleukin-2 (IL-2); however, the cells pos-
sess receptors for IL-2 (IL-2r) in such a
manner that when activated lymphocytes
are cultured in vitro and exogenous IL-2 is
added, they recover their capacity to pro-
liferate as demonstrated by the incorpora-

tion of tritiated thymidine (). A demon-
stration of the physical presence of IL-2r on
the surface of T lymphocytes activated w:ith
phytohemaglutinin (PHA) by means of in-
direct immunofluorescence (IIF) using an
anti-Tac monoclonal antibody (4% 9 !!) is
reported here. (The anti-Tac monoclonal
antibody was kindly provided by Dr. T. A.
Waldmann, Metabolism Branch, National
Cancer Institute, National Institutes of
Health, Bethesda, Maryland, U.S.A., and
we thank him for his courtesy.)
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Five women iand eight men between th¢
ages of 20 and /0 years old were studied at
the Instituto I ermatologico de Guadala-
jara, Jalisco, México. All of them had nodu-
‘lar or diffuse:” LL, ;a positive  bacilloscopy,
and had been receiving irregular treatment
with 100 mg of dapsone daily for from 2 to
15 years. The control group consisted of
eight healthy persons, of similar sex and age,
not related toithé:patients. &k .

The mononuclear cells from heparinized
venous blood were obtained by means of
Ficoll-Hypaque and resuspended in RPMI
1640 medium supplemented with 10% fetal
calf serum (’) The [L-2r was studied and
detected by IIF (') on the membrane of the
lymphocytes using anti-Tac monoclonal an-
tibody; for this purpose two groups of cells
were studied. The first group (To) corre-
sponds to lymphocytes without any stim-
ulation; the second group (T;.) consisted of
lymphocytes previously activated with PHA
for 72 hr. Cells (1 x 10%) obtained from
experimems To and T,, were incubated for
30 min at 4°C with anti-Tac monoclonal
antibody diluted 1:500. The cells were then

.washed_and again. incubated .for:30:min-at-=ing-300-cells-and:the'percent'of Tac+ ne

4°C with anti-mouse IgG antibody labeled
with fluorescein isothiocyanate (FITC) (Sig-
ma Chemical Co., St. Louis, Missouri,
U.S.A)), and were analyzed by fluorescence
micros:opy. Data were obtained by count-
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THe FiGure. Tac+ cells revealpd by indirect im-
munofluorescence. Anti-Tac monocional antibodics are
bound to IL-2r and demonstrated by ﬂnon:cem um-
mouse IgG antibodies.

was calculated for each of the studied groups
The data obtained by ITF show that both
the cells from the group of LL patients and
those of the control group natactivated with
PHA (To) had practically no Tac+ cells (The

THE TABLE. Presence af IL-2r on the surface of T lymphocytes by IIF with anti-Tac

antzbody
LL cases (N = 13) Control group (N = 8)
To* ) Ta® To* Tya®
1 10 . 72.0 0.0 70.3
2 . R ¢ “63.1- 0.0 60.0
3 1.5 51.1 3.0 80.0
4 4.7 57.9 0.0 64.4
5 64 22.2 20 54.7
6 0.6 69.3 1.0 51.4
7 0.0 70.2 0.3 76.8
8 1.0 64.8 20 65.0
9 0.9 80.1
10 0.0 63.0
11 1.0 62.0
12 0.0 69.3
13 0.0 53.0
Mean + S.D. 1311.8 60.0 + 13.4° 1.04 + 1.08 65.3 + 9.4
" » Mononuciear cells from blood taken from LL patients and controls without stimuli.©

* Mononuclear cells cultured 72 hr with PHA (10 xg/ml).
¢« Difference not statistically significant; Student’s ¢ test.
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Table) However, in both groups afier ac- .

tivation with PHA for 72 hr (T,,) the per-
centages were 60.8 * 13.4 for cells from LL.
subjects and 65.3 3 9.4 for the control group.
These results were not different statistically
when an independent Student’s ¢ test was
performed.. . . .

This study dcmonstrates the physual
presence of the IL-2r by the specific union
of anti-Tac monoclonal antibodies to the
55-kDa chain of the high-affinity IL-2r (¢°),
and confirms that T cells of LL patients truly
possess: 2R but:-are: incapablé ‘of prolif-'
erating adequately due to the deficiency of
IL-2 biosynthesis (*-*). It should be men-
tioned that Mohagheghpour, er al. found
similar results using ConA (%), but the per-
centages of T cells expressing IL-2r (Tac+)
were lower than those found by us; this dif-
ference is probably due to the fact that PHA
is a better inducer of IL-2r (*!).

—Mary Fafutis-Morris, M.Sc.
Silvia Mejia-Arregoin, M.T.
Amado Gonzalez-Mendoza, M.D.
Unidad de Investigacion
__Biomedica de Occidente

—Frstitiito Mexicarno del “Segtiro - Social =

Division de Patologia Experimental
Sierra Mojado 800
Guadalajara, Jalisco, Mexico
—Roberto Morales-Ortiz, M.D.

Instituto Dermatologxco de
Guadalajara SSA
Guadalajara, Jalisco, Mexico

ZAlfonso Islas-Rodriguez, M.Sc.

Instituto de Patologia Infecciosa
y Experimental

Universidad de Guadalajara

Guadalajara, Jalisco, Mexico
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Response to Phytohemagglutinin of LL Patients’
Lymphocytes Preincubated in Culture Media

To THE EDITOR:

Patients with leprosy present a well-
known, wide spectrum of clinical manifes-
tations ('). Recently, we have published that
lymphocytes from lepromatous (LL) pa-
tients stimulated with T mitogens are de-
ficient in the synthesis of interleukin-2 (JL-
2). However, the cells possess receptors for
IL-2 (3>-4). Mohagheghpour, et al. () have
published that the failure of T lymphocytes
from LL patients to respond to Mycobac-
terium leprae was associated with the de-
fective expression of IL-2 receptors, and that
this deficiency was not corrected by exog-
enous IL-2. Later, they reported (°) that when
T lymphocytes from LL patients were prein-
cubated in culture media for 48 hr and then
stimulated with specific antigen, the cells
recovered their ability to proliferate.

&

According to the above, we wondered if
T cells from LL patients were also able to
recover their capacity of proliferation when
they were preincubated in culture media and
then stimulated with a nonspecific T mi-
togen, such as phytohemagglutinin (PHA).

Study subjects. Based on Mohaghegh-
pour, et al.’s patients’ classifications (5) as
“responders” and ‘“‘nonresponders,”” we
tested 23 patients (8 ‘“‘responders™ and 15
“nonresponders’’) from the Instituto Der-
matologico at Guadalajara, Jalisco, Mexico,
diagnosed as having LL according to inter-
national criteria (7).

Mononuclear cells. Heparinized blood
(20 IU/ml) was obtained from each subject
by venipuncture. After centrifugation on a
Ficoll-hypaque gradient ('), the mononucle-
ar cells were recovered and washed. The
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THE TABLE. Response to phytohemagglutinin of LL patients’ [ymphocytes preincubated

in culture media.

Nonpreincubated lymphocytes

Preincubated lymphocytes

Acpm?*

Acpm* ® 0
(mean = 5.D.) st (mean = S.D.) St
Nonresponders
1,592 %= 97 1.0 1,553 + 547 1.9
6,409 =+ 212 1.0 7,734 % 349 1.2
16,295 = 2,400 34 18,606 + 2,294 29
14,193 =+ 305 2.7 17,013 + 4,512 2.9
14,643 =+ 644 3.2 9,485 =+ 285 1.0
4,912 = 1,013 3.2 17,934 = 1,742 10.3
2,845 + 324 27 1,780 = 190 2.4
1,417 * 190 1.8 5,350 = 110 3.7
7,853 = 58 1.1 15,641 % 192 3.8
7,475 % 239 1.0 7,961 * 452 1.2
11,424 = 1,654 4.3 16,145 + 1,686 5.2
10,404 = 574 3.9 20,072 * 2,093 6.3
10,560 + 789 4.2 5,971 + 193 4.4
1,361 *+ 153 2.5 3,359 % 341 5.6
15,803 =+ 1,059 5.7 2,850 + 186 14
Mean * S.D 8,479 % 647 2.8 10,096 = 1,011 3.6
Responders
25,296 = 2,228 5.2 27,865 * 228 4.8
18,897 % 162 14.5 26,899 + 2,514 23.7
36,860 * 3,069 29.3 56,069 = 3,245 354
72,312 * 3,051 35.7 84,721 + 238 39.0
30,288 * 2,189 21.7 47,339 =+ 3,609 36.3
17,682 * 519 7.0 26,921 * 2,980 7.0
39,286 =+ 1,194 28.0 52,776 x 2,180 33.8
28,410 = 1,798 27.3 7,667 = 741 4.1
Mean = S.D. 33,628 = 1,776 21.0 41,282 x 1,966 23.0

s Acpm = Increase of counts per minute of nonstimulated cells to counts per minute of stimulated cells in

culture.

b SI = Stimulation index (ratio between stimulated and nonstimulated celis in culture).

No significant differences between resp

of nonprei

bated and preincubated lymphocytes were found.

cells were then resuspended in RPMI 1640
culture medium (Sigma Chemical Compa-
ny, St. Louis, Missouri, U.S.A.) and sup-
plemented as previously reported (4).

Lymphoproliferation assay. To 2 x 103
mononuclear cells, 10 ug/m! PHA or sup-
plemented RPMI 1640 medium was added.
The cultures were incubated for 48 hr at
37°C in a mixture of 95% air-5% COQO,.
Thereafter they were pulsed with 1 uCi 3H-
thymidine (specific activity 6.7 Ci/umole;
New England Nuclear, Boston, Massachu-
setts, U.S.A.). After 24-hr incubation, the
cells were harvested, and the incorporation
of SH-thymidine was measured in a Packard

~beta counter (4).

Preincubation. Simultaneously, 2 x 10°
mononuclear cells were incubated for 48 hr
at 37°C in a mixture of 95% air-5% CO,.

Thereafter they were assayed for lympho-
proliferation as mentioned above.

The results from the eight patients of the
“responder” group showed that in 2 (pa-
tients nos. 2 and 5) of the 8 patients the T
cells increased their proliferation capacity
(The Table). On the other hand, T lympho-
cytes from only 1 (patient no. 6) of the 15
LL patients of the ‘“‘nonresponder’” group
did not recover that capacity.

Mohagheghpour, e7 al. (*°) have shown that
the inability of T lymphocytes from LL pa-
tients to proliferate in response to specific
antigen was reversible if the cells were
preincubated in culture medium alone for
48 hr. This fact suggests that in those con-
ditions an excess of M. leprae antigen is
released or that the cell surface receptors are
re-expressed. Based on this study (%), we tried
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to ascertain whether the inability of T lym-
phocytes from LL patients to proliferate in
response to PHA stimulation was also re-
versible by preincubating those cells.

This hypothesis was not confirmed; our
results showed that in only 3 of 23 cases did
T lymphocytes from LL patients recover
proliferation capacity. These results are not
in contradiction with those obtained by Mo-
hagheghpour, er al. who used specific anti-
gen for proliferation of T cells. They only
show that PHA cannot induce proliferation
under the above-mentioned conditions, that
perhaps the failure of T lymphocytes to re-
spond to the mitogen stimulus is due to in-
adequate calcium metabolism, T-cell cycle
and IL-2 synthesis (®) and not to the steric
obstruction of the receptor to PHA with M.
leprae antigen.

—Mary Fafutis-Morris, M.Sc.
Fernando Alfaro-Bustamante, M.Sc.
Amado Gonzalez-Mendoza, M.D.
Roberto Morales-Ortiz, M.D.
Alfonso E. Islas-Rodriguez, M.Sc.

Centro de Investigacion
en Inmunologia y Dermatologia
Universidad de Guadalajara
Apartado Postal 51-189
Col. Las Aquilas
Guadalajara, Jalisco 45080, Mexico
Reprint requests to A. E. Islas-Rodriguez.
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Alfonso E. Islas-Rodriguez, Cecilia M. Guillén-Vargas,
Mary Fafutis-Morris, Fernando Alfaro-Bustamante,
Roberto Morales-Ortiz, Amado Gonzalez-Mendoza, and
Iris Estrada-Parra?

As has been described in the literature (¢),
there are a great many antigens obtained
from Mycobacterium leprae with different
biochemical compositions that are recog-
nized by antibodies from patients with lep-
rosy or that inhibit the function of human
T lymphocytes (> ). One of these antigens
is phenolic glycolipid-I (PGL-I) (- '¢) which
appears to be significant in the diagnosis of
the multibacillary lepromatous form of lep-
rosy but not of the tuberculoid form ('5).
Recently, SDS-PAGE and Western blot
techniques have been used as methods for
obtaining a marker of the disease, using the
antibodies present in the sera from leprosy
patients to study the recognition of M. lep-
rae proteins (>-% 15), One practical approach
to the use of these markers should be to
ascertain when a household contact subject
is at risk of becoming infected and then
moving to the lepromatous or tuberculoid
type of the disease.

Here we report, using a sonic extract of
M. leprae in SDS-PAGE and Western blot
techniques, the presence of antigenic mark-
ers for lepromatous leprosy cases, for their

! Received for publication on 7 July 1992; accepted
for publication in revised form on 20 January 1993,
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contacts, and for normal subjects using the
frequency analysis described by Larralde, et
al. (*9).

MATERIALS AND METHODS

Subjects (sera). Twenty-one patients (10
males, 11 females) between the ages of 20—
65 years from the Instituto Dermatolégico
at Guadalajara, Jalisco, México, were di-
agnosed as having lepromatous leprosy ac-
cording to international criteria (!3). All of
them received an irregular treatment of 100
mg of dapsone per day. The length of treat-
ment ranged from 2 to 15 years.

Sera were obtained from the 21 patients
by venipuncture. Sera were also coliected
from 19 contacts of the patients as a second
study group (10 males and 9 females be-
tween 20 and 50 years old). The control
group consisted of 20 clinically normal sub-
Jjects, all matched with the two study groups
for sex and age as much as possible. All sera
were divided into three parts and frozen at
—20°C until used.

Antigens. Sonic extracts of M. leprae
from armadillo were prepared according to
the Draper protocol (7). Briefly, the spleen
of armadillos infected 1 year before with a
human leproma were obtained, homoge-
nized, resuspended in DNAse buffer solu-
tion, and purified in Percoll gradients. Fi-
nally, the purified bacilli obtained were
sonicated at 100 W, centrifuged at 10,000
X g, and the soluble supernatant adjusted
to 1000 ug/ml of protein by the method of
Lowry, et al. (12).

Western blots. The sonic extracts were
fractioned in 10% SDS-PAGE under reduc-
ing conditions (°) at 150 V for 60 min using
Bio-Rad minigel equipment (Bio-Rad Lab-
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Fi1a. 1. Western blots of sera from patients with lepromatous leprosy, their contacts, and normal subjects

reacting with sonic extract of M. leprae.

oratories, Richmond, California, U.S.A)).
The fractioned proteins were then trans-
ferred (*4) to 0.45-um nitrocellulose sheets
(Bio-Rad) overnight at 4 mA. The sheets
were reversibly dyed with Amido black to
test the molecular weight of the transferred
proteins, washed in phosphate buffered sa-
line (PBS), pH 7.2, dried, cut into 3 X 65-
mm wide strips, and placed in individual
plastic tracks. They were blocked with 5%
skim milk in PBS-0.1% Tween 20, and in-
cubated 1.5 hr with a 1:50 dilution of each
serum. They were washed three times for
10 min each with PBS-Tween 20, and in-
cubated with a second peroxidase-conju-
gated goat antibody against human IgG for
1 hr, then washed again three times. The
substrate (diaminobenzidine; Sigma Chem-
ical Company, St. Louis, Missouri, US.A))
was added in 10 ml of PBS plus 20 ul of
H,0; and 70 ul of a 1% calcium chloride
solution for the development of color. The
reactions were stopped by washing the
membranes with distilled water. The strips
were washed, dried, and photographed. The
intensity of each band was determined by
two different observers and classified as
highly positive (++) or slightly positive (+).
The molecular weight of each band was cal-
culated according to molecular markers
(Sigma) previously included in the gels and
transferred to the sheets.

Analysis of frequency of antigen recog-
nition. The so-called Immunoplot method

proposed by Larralde, ez al. (*°) was used to
analyze the frequency of antigen recogni-
tion. Briefly, the recognition frequency from
0 to 1 of each individual antigen in the
Western blot is plotted against each set of
sera from lepromatous patients, their con-
tacts, and normal subjects. This method al-
lows the immediate identification of anti-
gens reacting only with normal sera (y axis)
or lepromatous sera (x axis), or antigenic
bands that are recognized by both sets of
sera (plane between both axes). This meth-
od considers that a band plotted on one of
the axes (for example, on x or y) with a
frequency above 0.5 constitutes a specific
marker; bands recognized by both sera lack
significance (!°).

RESULTS

Western blots. Illustrative Western blots
of the M. leprae antigens reacting with sera
from lepromatous patients and their con-
tacts, as well as with sera from normal sub-
jects, are shown in Figure 1 (molecular
weight markers are shown on the left). Sera
from lepromatous patients recognized 21
bands of molecular weights ranging from
97-14 kDa. The sera from their contacts
recognized 18 different bands ranging in the
same interval (97-14 kDa). Sera from nor-
mal subjects recognized 19 bands.

Immunoplots. The immunoplot of fre-
quencies showed that sera from leproma-
tous patients frequently recognized two pro-
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Immunoplots of (A) lepromatous patients versus normal individuals and (B) household contacts

versus normal individuals as they reacted with antigens of M. leprae. In A we sce the approximately 28-kDa
and 65-kDa frequently recognized antigens as markers of lepromatous leprosy. In B we sce the approximately
16-kDa frequently recognized antigen as a marker of the contacts, and the approximately 18-kDa antigen as a

possible marker of normal individuals.

teins—one of approximately 28 kDa (f =
0.63), the other of approximately 65 kDa (f
= 0.68)—when compared with normal sub-
jects’ sera which did not recognize signifi-
cantly any antigenic band (Fig. 2A). Several
proteins from AZ. leprae were frequently rec-
ognized by both sets of sera (plane between
the axes). Figure 2B shows the immunoplot
of frequencies, comparing 'data from West-
ern blots with sera from contacts (x axis)
against sera from normal subjects (y axis).
Here we can see that sera from contacts fre-
quently (f = 0.57) recognized an approxi-
mately 16-kDa antigenic band, while sera
fromn normal subjects frequently (f = 0.65)
recognized one protein of approximately 18-
kDa molecular weight. Here, again, there
were several nonsignificant antigenic bands
that were recognized by both sets of sera.

DISCUSSION

Inspection of the bands recognized by the
antibodies present in sera from lepromatous
patients, their contacts, and normal subjects
in Western blots is not an easy task. The
use of immunoplots as described by Larral-
de, et al. (*°) has made it possible to order
the results from immunoelectrotransfer-
ences in such a way that complex mixtures
of antigens from mycobacteria can be cat-
egorized immediately in a quantitative and
specific manner. This method constitutes a
useful and potent method for discriminat-
ing bands of potential biologic significance.

In our study, therefore, the four recog-
nized proteins of approximately 65, 28, 18
and 16 kDa can be considered markers for
lepromatous patients, their household con-
tacts, or control subjects. From these Af.
leprae antigens, an easy serological test (such
as an ELISA) can be developed in order to
predict if a household contact is moving
toward the lepromatous state of leprosy be-
fore the detection of clinical symptoms. It
is necessary to use gradient and bidimen-
sional SDS-PAGE and monoclonal anti-
bodies (!%) to ascertain whether the protein
of approximately 16 kDa (found as a marker
in contacts) and the approximately 18 kDa
polypeptide (found as a marker in normal
subjects) could, in fact, be the same protein.
Dockrell, et al. (*) have reported that an 18-
kDa polypeptide from M. leprae induced
the proliferation of CD4 T lymphocytes.
Therefore, this 18-kDa protein frequently
recognized in normal subjects and, perhaps,
by contacts in our study could be involved
in protective immunity. We are performing
the necessary experiments to ascertain if,
indeed, this is true (- !).

SUMMARY
A great diversity of antigens from AMy-
cobacterium lepraehave beendescribed. One
practical approach should be to utilize them
as markers to indicate when a household
contact is at risk of becoming infected and
then moving to an active form of leprosy.
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For this purpose, sonic extracts of M. leprae
were fractionated in 10% SDS-PAGE under
reducing conditions. The fractionated pro-
teins were then transferred to nitrocellulose
sheets and incubated with sera from lep-
romatous leprosy cases, their contacts, and
normal subjects in order to reveal the fre-
quency of antigen recognition of each set of
sera. The results showed that sera from lep-
romatous leprosy patients frequently rec-
ognized two proteins, one of approximately
28 kDa and the other of approximately 65
kDa, when compared with the sera from
normal subjects. The contacts frequently
recognized an approximately 16-kDa anti-
genic band, while sera from normal subjects
recognized one protein of approximately 18
kDa. According to the results, the four rec-
ognized proteins from M. leprae can be con-
sidered markers of the above conditions
(approximately 65 kDa, approximately 28
kDa for lepromatous leprosy, approximate-
ly 16 kDa for contacts, and approximately
19 kDa for normal subjects). From these,
an easy serological test, such as an ELISA,
can be developed to predict if a contact is
moving toward lepromatous leprosy before
detection of the actual clinical signs or
symptoms.

RESUMEN

Se ha descrito una gran variedad de antigenos del
Mycobacterium leprae. Una aplicacion pratica de ésto
podria ser la utilizacion de estos antigenos como mar-
cadores del riesgo que ti los cc >s de infe se
y de moverse después hacia alguna forma activa de la
lepra. Con este proposito se fraccionaron extractos so-
nicados de M. leprae por PAGE-SDS en geles al 10%
bajo condiciones de reduccién. Las proteinas fraccio-
nadas se é b de nitro-
celulosa y se incubaron con sueros de casos de lepra
lepr de sus tactos, y de suj normales,
para poder revelar la fre de reconocimi >
antigénico de cada juego de sueros. Los resultados mos-
traron que los sueros de los {eprc )
reconocieron fin te dos protei una de
aproximadamente 28 kDa y otra de aproximadamente
65 kDa, los contactos reconocicron frecuentemente una
banda de aproximad te 16 kDa, y los sueros de
los individuos normales reconocieron una proteina de
aproximadamente 18 kDa. De acuerdo a estos resul-
tados, las cuatro proteinas reconocidas del M. leprae

“podrian considerarse como marcadores de las condi-
ciones anteriores (aproximadamente 65 kDa y apro-
ximadamente 28 kDa para lepra lepromatosa, apro-
ximadamente 16 kDa para contactos, Yy
aproximadamente 19 kDa para individuos sanos). Con

P "
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base en los resultados seialados, se podria desarrollar
una prueba seroldgica, tal como un ELISA, para pre-
decir el desplazamieato de un contacto hacia el extre-
mo lepromatoso de la lepra, antes de la aparicion de
los sintomas y signos clinicos de la enfermedad.
RESUME

Une grande diversité d". en pro de
Mycobacterium leprae ont é1¢ décrits. Une approche
orientée vers la pratique pourrait étre de les utiliser
comme marqueurs pour indiquer quand un contact
domiciliaire est  risque de s’infecter et ensuite de mi-
grer vers une forme active de lépre. Dans ce but, des
extraits soniqués de M. leprae ont été fractionnés par
SDS-PAGE & 10% dans des conditions réductrices. Les
protéines fractionnées ont alors €té transférées sur des
membranes de nitrocellulose et incubées avec du serum
de patients lépromateux, leurs contacts et des sujets en
bonne santé, afin d’étudier la fréquence de reconnais-
sance de l'antigéne dans chaque set de serums. Les
résultats ont montré que les serums de malades lépro-
mateux reconnaissaient fréguemment deux protéines,
I'une d’environ 28 kDa et l'autre d’environ 65 kDa,
par comparaison avec les serums des personnes en
bonne santé. Les contacts recc issaient fréq -
ment une bande antigénique d’approximativement 16
kDa, tandis que les serums provenant d’individus sains
reconnaissaient une protéine d’environ 18 kDa. D"aprés
fes résultats, les quatre protéines provenant de A, lep-
rae qui ont été reconnues peuvent étre considérées
comme des marqueurs des conditions ci-dessus (en-
viron 65 kDa et environ 28 kDa pour la lépre lépro-
mateuse, environ 16 kDa pour les contacts et environ
19 kDa pour les individus en bonne santé). A partir
de celles—ci, un test sérologique aisé, tel qu'un ELISA,
peut étre développe afin de prédire, avant la détection

- des signes cliniques ou des symptdmes, si un contact

est en train de migrer vers une lépre lépromateuse.
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Effect of Phorbol Myristate Acetate (PMA) and
lonophore A23187 on Interleukin-2 Levels and
Proliferation of Activated T Lymphocytes from Patients
with Lepromatous Leprosy’

Fernando Alfaro-Bustamante, Gabriela Ramirez-Flores, Amado Gonzalez-
Mendoza, Alfonso Islas-Rodriguez, and Mary Fafutis-Morris”

Lepromatous leprosy is characterized,
among other peculiarities, by an antispe-
cific anergy of the cellular immune re-
sponse ('), This immunodeficiency consists
of the limited proliferation of T lympho-
cytes, and is explained in part by the im-
paired synthesis of interleukin-2 (IL-2)
('**). In normal resting T cells, antigens or
mitogens induce their proliferation by
means of the synthesis of IL-2 and its re-
ceptor; the participation of diacylglycerol
(DAG) and calcium, that produce the acti-
vation of protein kinase C (PKC) (), is
mandatory. Phorbol esters such as PMA can
substitute for DAG and are mitogenic to hu-
man T and B cells, producing membrane al-
terations, modulation of cell-surface recep-
tors (>3 7 1'% %) and activation of several
cytokine-encoding genes (3 '3-1%).

Ionophore A23187 increases calcium per-
meability across the cellular membrane into
the cytosol of lymphoid cells, and is consid-
ered by several authors as a co-mitogen of T
lymphocytes ('-'**'). We report here the use
of PMA, an analog of DAG and ionophore
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cepied fur publication in revised form on 20 Novem-
ber 1996.
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A23187 (calcium increaser), in cultures of
mitogen-activated T lymphocytes from lep-
romatous leprosy patients in order 10 induce
the expression of the IL-2 gene, thus cor-
recting the inadequate proliferation of T
cells from these lepromatous patients.

MATERIALS AND METHODS

Study subjects. Twenty-two patients, 11
males und ) fomales between the ages of
20 and 65 years, from the Instituio Derma-
tologico at Guadalajara, Jalisco, Mexico,
were diugnosed as having polar leproma-
tous leprosy (L) according to international
criteria (*'). All presented positive bacil-
loscopy and all received an irregular treat-
ment of 100 mg of dapsone (diamino-
diphenyl sulfone) per day. The length of
treatment ranged from 2 to 15 yeuars. The
control group coasisted ot 20 normal sub-
jects, all matched with the study group for
sex and age as much as pussible.

Mononuclear cells. Heparinized blood
(20 1U/ml) was obtained from euch subject
by venipuncture. Afler the blood had been
centrifuged on a Ficoll-Hypaque gradient
(*) al 400 x g, the mononuclear cells were
recovered and washed three times with
Hanks® balanced salt solution (HBSS). The
cells were then suspended in RPMI 1640
culture medium (GIBCO, Grand Island,
New York, U.S.A.) supplemented with 5%
heat inactivated fetal call’ serum (FCS), 2
mM glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 0.1
mM nonessential amino acids, 10 mM
HEPES, 5 x 10 * M 2-mercaptocthanol, and
penicillin 100 U/m)aand streptomycin 100
pg/mi. Finally, the cells were adjusted o |
x HP cells/ml ('2).

Proliferation assay. In order 1o activate
T cells from these LL patients, 10 ug/ml of
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phytohemagghininin (PHA) was added (o 2
x 10% mononuclear cells, and/or 10 ng/ml of
phorbol myristate acetate (PMA), and/or |
Jig of ionophore A23187 (o the correspond-
ing well, i.e., all possible combinations
among the three reagents. The cultures
were incubated for 48 hr at 37°C in a mix-
ture of 95% air and 5% CO,. Thereaflter,
they were pulsed with- 1 4Ci of *H-thymi-
dine (specific activity 6.7 Ci/timole: New
England Nuclear, Boston, Massachusetls,
U.S.A).

Aflter a 24-hr incubation, the cells were
harvested, and the incorporation of *H-
thymidine was mecaswred in a Packard beta
counter. The resulls were expressed as a
stimulation index (S1) according to the fol-
lowing (")

- Sl =¢cpm of experimental
+ cpm ol medium

IL-2 assay. The Quantikine Human I1L-2
Immunoassay (R and D Systems, Min-
neapolis, Minnesota, U.S.A.) was used for
the guantitative determination of human IL-
2 concentrations present in the cullure su-
pernatants after 48 hr (*).

RESULTS

The Table presents the results of experi-
ments measuring the ‘I-cell profiferation by
means of 'H-thymidine incorporation (SI)
in PHA-stimulated cell cultures. It can be
abserved that PHA-activated T lympho-
cytes from LL patients can be separated

. into two groups: 1) 9 responders (R) with a
Slof > 10 and 13 nonresponders (NR) with
aSlof<10.

Figure 1 shows the proliferative re-
sponses of cells from LL(R), LL(NR), and
normal subjects stimulated with: I, PHA,
PMA, PMA+I, PHA+PMA and PHA+
PMA +ionophore (PPI). It can be seen that
ionophore A23187 alone does not cause
prodiferation. The most important result oc-
curs in LIL(NR) patients since their cells
that do not respond to PHA stimulation
alone increase their proliferation to normal
levels when they are stimulated with PHA
in the presence of PMA. When lympho-
cytes from LL(NR) patients are stimulated
with PMA-+1, they again are less responsive
than the LLL(R) patients and normal con-
trols. On the other hand, all three groups

a3

1997

Tur Tanne. Stinndation index (S1) of .
acrivated T Ivinpliacytes from 1L paticnis -
[responders (R} and-nonresponders (NR)]
and controls.” - S

LL, patients Lot
(’null‘ul_s

Alean 238

Mean 3.4
p <0005
SE=2

Mean 25.6
P < .0005
SE =4
*The range of the cpm values in the cudiures receiv-
ing medium alone in the LL(R) patients was 1195~
2199 cpm: in the LL(NR) group, 753-2437 cpm; in
controls, 9842648 cpm.

S.E.=232

(NR, R and normals). strongly increased
thelr responses when they were incubated
with PPI.

The significance levels of the differences
in each of the following combinations used
in the cell cultures from LL(R), LI.(NR)
and normal subjects were: for PHA, p <
0.001 (NR vs each of the other two groups):
for PMA, p < 0.004 (R vs each of the other
two groups); when PMA+I was used, p <
0.03 (R vs each of the other two groups):
PHA+PMA, p < 0.3 (no differences anmong
groups) and. finally, PPL, p < 0.001 (NR vs
each of the other groups).

In Figure 2, the IL-2 concentration in the
supernatants of cultures of T lymphocytes
from LL(NR), LL(R) and controls stimmu-
lated with I. PHA, PMA, PMA+l. PHA+
PMA and PP! are shown. It can be seen that
cells from LIL(NR) and LL(R) patients and
normals do not produce detectable U11.-2 lev-
cls in the presence of ionophore A23187
alone, and they produce relatively low lev-
cls of 1L.-2 when they are incubated with
PHA or PMA. Nevertheless, the combina-
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STIMULUS

Fiii. 1. Proliferative responses (stimulation index) of cells from LL patients {responders (R) and nomespon-
ders (NR)| and sornad subjects stimulated with ionophore A23187 (1), PHA, PMA, PMA+L, PHA+PMA, und
PUA+PMA+ionophore (PPI). The significance levels of the differences in the S1 in cach of the following com-
binutions used in the cultures of cells from LL(R), LL (NR) and normal subjects were: for PHA, p < 0.001 (NR
vs each of the othier two groups); for PMA, p < 0.004 (R vs cuch of the other two groups); for PMA+I, p < 0.03
(R vs each of the other iwo groups); for PHA+PMA, p < 0.3 (no differences among groups); for PPL, p < 0.001
(NR vs each of the other groups). 1 = Nonresponder (NR); X = responders (R); p = normal subjects.

tion of jonophore and PMA causes the cells
from LL(NR) patients and normals to in-
crease their IL-2 levels. When the PHA+
PMA combination is used, cells from all
three groups produce their highest levels of
IL-2. Finally, when ionophore A23187 is .,
added to PHA+PMA there is a slight de-
crease in the production of IL-2 in all of
these groups. The significance level of the
differences of IL-2 from supernatants of
normal cells versus both groups of paticnts
was p < 0.03 when PMA was used; the dif-
ference between IL-2 of cells from LL(R)
patients versus the other iwo groups had a
significance level of p < 0.04 when PMA+l
s used and, finully, the difference between
IL-2 of cells from LL(NR) patients versus
the other two groups was p < 0.03 when
PPl was used.

DISCUSSION

The immunodcficient behavior of T lym-
phocytes in LL paticats has been character-
ized by a limited proliferation of T cells and

a4

a decreased activity of IL-2 (*'* '), Be-
cause IL-2 production is, in part, dependent
on the intracellular calcium levels and the
generation of DAG to activate PKC, we de-
cided 10 assay the effect of substances that
increase cytosolic calcium levels, such as
ionophore A23187, and/or substances that
mimic DAG such as PMA alone or com-
bined with PHA and ionophore. Qur résults
indicate different kinds of lymphocyte re-
sponscs from the different groups studied to
the above-mentioned stimuli. The first dif-
ference is related to the response to PHA of
lymphocytes from LL(NR) patients against
the LL(R) and normal subjects. The re-
markuble point is that about 95% of LL-
(NR) patients become responders when
their T cells are stimulated with PMA; the
other 5% required the presence of PHA (o
respond (in the PHA+PMA combination as
well as in PPI). When ionophore A23187 is
added to PMA their SI decrecases, but when
PHA+PMA is used they again recover their
SI. Conversely, cells from LL(R) patients
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STIMULUS
Fiei. 2. Interleukin 2 (IL-2) levels found by ELISA in supemalants of cultures of lymphocytes stimulated

with ionophore A23187 (1), PHA, PMA, PMA+l, PHA+PMA and PHA+PMA+ionophore (PPI). The signifi-

of JL-2

cance levels of the diffe

ions detected by ELISA from supemnatants of cells of normals

vs both groups of patients was p < 0.03 when PMA was used: the difference between IL-2 of cells from LL(R)
patients vs the other two groups had a significance level of p < 0.04 when PMA+I was used: the difference be-
tween H.-2 of cells from LI(NR) patients vs the other two groups had a p < 0.03 when PPl was used. 1 = non-

responder (NR); % = responder (R): p = normal subjects.

respond in a mirror image related to the LL-
(NR) group when PMA+1 is used.

All of the groups (normals, responders,
nonresponders) reach their highest SI when
the triple combination (PPI) is used, im-
plying that PHA, PMA, and ionophore
A23187 can trigger enough transduction
signals and Ca2+ levels to have “the opti-
mum conditions” for expressing the 1L-2
gene. producing the adequate concentration
of 1.-2.

The explanation for the above-mentioned
data is that in the case of cells from LL-
(NR) patients, PMA is activating PKC, p2l
ras (guanosine triphosphate-binding pro-
tein). ERK | and 2 (extracellular signal-
regulated protein kinases). RAF (protein ki-
nase, member of the cascade upstream
ERK). and MEK (protein kinase, member
of the cascade upstream ERK) that had not
been activated by PHA alone, implying the

\00

expression of the fos gene (* ). In the case
of LL(R) patients, ionophore A23187 per-
mits enough Ca2+ levels to activate the
JNK (c-jun NH2 terminal kinase) system in
order to activate the jun gene (* '*). In these
experiments, the necessary additions have
been done in order that both pathways, in
the case of LL(NR) patients and in the LL-
(R) patients, recover the production of AP-1
(regulatory protein, composed of fos and
jun proteins) and, finally. the expression of
the IL-2 gene (* '*-*?) in order to progress
from the Gi phase of the cell cycle to the S
phase, G2 and mitosis. This is supported by
the fact that IL-2 levels are very high when
cells from LL(NR), and LL(R) patients-are
cultured in the presence of PHA+PMA. The
reason why the combination PPI induces
the highest Sl but not the highest IL-2 lev-
els could be attributed to the fact that IL-2
levels have an optimum dose response ef-
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fect. An excess of 1L-2 does not necessarily
imply the highest proliferation index be-
cause IL-2 receplors may be shedding from
the plasma membrane, thus neutralizing
their effect.

In order to corroborate the above expla-
nations, we have initiated experiments that
will measure the PKC, ERK, JNK activitics

(". 12, N).

SUMMARY

The immunodeliciency present in pa-
ticnts with lepromitous feprosy is charac-
terized by the limited proliferation of T
lymphocytes, and is explained in part by the
impaired synthesis of interleukin-2 (il.-2).
Diacylglycerol (DAG) and calcium produce
the activation of PKC, ERK and JNK Ki-
nases, implying a normal IL-2 responsc.
Phorbol esters, such as PMA, can substitute
for DAG and are mitogenic to human T and
B cells activating several cytokine-encod-
ing genes. lonophore A23187 increases cal-
cium permeability across the cellular mem-
brane to the cytosol of lymphoid cells and is
considered a co-mitogen of T lymphocytes.

Here we report that: 1) PHA-activated T
lymiphocytes from LL patients can be sepa-
rated into two groups: a) responders (R)
with a stimulation index (SI) of > 10 and b)
nonresponders (NR) with a St of < 10. 2)
The proliferative responses of cells from
LL(R), LL(NR) and normal subjeccts were
measurcd after being stimulated with: I,
PHIA, PMA, PMA+l PHA+PMA uund
PHA+PMA +ionophore (PPI). The most im-
portant result occurs in LL(NR) patients
whose cells did not respond to PHA stimu-
lation but increased to normal levels of pro-
liferation when they were stimulated with
PMA. Furthermore, the three groups (NR,
R and normals) strongly increased their re-
sponses when they were incubated with
PPI. 3) Finally, 1L-2 concentrations in the
supernatants of cultures of T lymphocytes
from LI(NR), LL(R) and controls were rel-
atively low when they were incubated with
PHA or PMA, but the addition of ionophore
0 PMA und the combination of PHA+
PMA strongly increased the production of
[L-2 in all of them, reaching the optimum
IL-2 concentration when PPl is used.

It can be concluded that the use of PMA,
analogous o DAG, and ionophore A23187

\D\
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(calcium increaser) in cultures of mitogen-
activated T lymphocytes from LL patients
induced-the expression of the IL.-2 gene,
thus correcting the inadequate proliferation
of T cells from LL paticats.

RESUMEN

La inmunodeficiencia presente en los pacientes con
fepra lepromatosa se cavacteriza por By limitada prolid-
erpcion de las linfocitos T, y se explica en pane por ta
stntesis disminoida de interlencina-2 (11,-2). El diacil-
glicerol (DAG) y ef culeio producen by activicion de
hus cinasas PKC, ERK y JINK, implicando i respu-
esta normal de IL-2, Los ésteres forbalicos, como el
PMA, pucden substituir al DAG y son mitogénicos
para las células Ty B 1 donde ucti-
vando varios genes coditicantes de citocinas. El joné-
foro A23 187 (1) aumenta la peactracian del calcio o
citosol de las células linfodes y s¢ considera como co-
mitégeno de los linfocitos T. En este tabujo nosotros
reportamos: (1) Que los linfucitos T (de pucicntes LL)
activados con PHA pueden sepasarse en dos grupos:
(u) respondedores (R), con indices de estimulacion
(1E) de > 10 y (b) norespondedores (NR), con IE de
< 10. (2) Que se midicron lus respuestus proliferativas
de las célutus (de LLR, LLNR y sujetos normales) es-
timuladas con 1, PHA, PMA, PMA+L, PHA+PMA y
PHA+PMA +iondluro. Aqui, los resultados miis im-
portantes ocurricron en los pacientes LLNR cuyas
célulus no respondicron a ly estimulacion con PHA
pero incrementaron su respuesta proliferativa a valores
nornules cuando se estimularon con PMA. Adeniis
tos 3 prupos, NR, R y normales, aumentaron mincacl
mente sus respuestas profife as cuando se -
cubaron con PHA+PMA +ionotoro (P1°1). (3) Que L
concentraciones de 1L-2 en los sobrenadantes de’tos
cultivos due los linfuciion 1 de LLNR, LLR y contules,
fuccon relutivamente bijas cuando Jas células se in-
cubaron con PHA o con PMA, pero la adicion del
iondforo al PMA y lus combinaciones de PHIA+PMA

on fuer Ia produccion 11.-2 en tudos
etlos. Lu produccion Gptima de H.-2 se logrd can la
combinucion 1P’

Puede concluirse que el uso de PMA (unidlogo del
DAG) y det iondfore A23 187 (incrementador de cal-
civ) en los cultivos de tinfocitos T (LL) activados con
mitégeno, estimula la expresion del gene paca 1.-2, y
corrige lu proliferacidn inadecuudin de das edlulas T de
los pacicntes con lepra.

RESUMIEC
Li féticience prdsente chee les paticots
ayant une lepre Iprommicuge est caractérisée par la
prolifération limitée des tydiphocytes T, et s’explique
en partie par Paltération de ta synthése d'interleukine-
2 (IL-2). Le diucylglycerol (DAG) et e cafclum pro-
duisent "activation des hinases PRC, ERK ¢t INK, ce
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qui suppose une réponse d'IL-2 normale. Des esters de
phorbol, tels que le PMA, peuvent 8tre substitués au
DAG ct sont mitogenes pour les cellules humaines T et
B, activant divers génes cocodamt dex cylokines.
L inophore A23187 accroit Ja perméabilité du calcium
a travers la membrane cellulaire au cytosol des cellules
lymphoides, et est considéré comme un’ co-mitogéne
des lymphocytes T.

Nous rapportons ici que: 1) Lex lymplucytes T ac-
tivés par le PHA et provenant de paticnts L1, peuvent
étre séparés en deux groupes: a) les répondants (R).
avec un index de stimulation (15) > 10 et b) les non-
répondants (NR) avec un IS < 10. 2). Les réponses
prolifératives de cellules de patients LL(R), LL(NR) et
de sujets normaux ont été apres sti
avec I, PHA, PMA, PMA-1, PHA-PMA ct PHA+
PMA +ionoy Le résultat le plus important survient
chez les patients LL(NR) dont les cellules ne
répondaient pas & la stimulation avec PHA mais aug-
mentaient A des niveaux normaux de prolifération
ruand elles étai lées par le PMA. De plus. les
trois groupes R, RR et normaux ont fortement aug-
menté leurs réponses quand ils ont été incubés avec
PHA+PMA +i hore (PP1). 3) Final les con-
centrations d'IL-2 dans le supernatant des cultures de
lymphocy!es Ten pmvemnce de LL(NR), LL(R) et té-

ins étaient relati d elles &tai
incubées avec PHA ou PMA. mais I"addition d'iono-
phote au PMA et les combin.-mom de PHA+PMA ont
for g élap ion d'IL-2 dans tous les
cas, atteignant la concentration optimale d°IL-2 quand
on utilisait le PPIL.

On peut conclure que !"utilisation du PMA, ana-
fogue du DAQG et i ph A2IIRY ( du
calcium) dans les cultures de lymphocytes T activés
par de mitogénes provenant de patients LL. compre-
nait expression du géne de I'IL-2, corrigeant donc la
prolifération inadéq de cellules T pro de pa-
tients LL.

h
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