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RESUMEN.

Duarante el reconocimiento especifico de un antigeno (Ag), los linfocitos T en
reposo, son estimulados mediante de la interaccién con las células presentadoras
de Ag (CPA), a través dos sefiales , la primera es proporcionada por la
interaccion del complejo TCR/CD3 del linfocito T con antigenos (o mitégenos)
presentados en el contexto del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)
clase II por las CPA). La segunda es mediada por la molécula CD28, presente
en la membrana de linfocitos T y su ligando especifico CD80 que es una
glucoproteina inducible por activacién en las CPA. Ambas sefiales inician una
serie de eventos metabdlicos a partir de la membrana con reacciones de
fosforilacion, y posteriormente coinciden a nivel del nicleo en la activacién del
factor transcripcional JUN involucrado directamente en la sintesis de 1L.-2.

Debido a que los linfocitos T de pacientes con lepra lepromatosa presentan

deficiencias tanto en la proliferacién como en la sintesis de II.-2, eventos en los

que estd involucrada la coestimulacion via CD28/CD80 . Se planteo el presente -

trabajo para conocer y evaluar la presencia y funcionalidad de estas dos
moléculas en los linfocitos T y CPA de los pacientes con lepra lepromatosa.

Los resultados obtenidos en los experimentos en que se comparé la expresion de
a molécula coestimuladora CD80 en linfocitos B y macrdfagos de pacientes con
lepra lepromatosa y sujetos sanos, no se encontré ninguna diferencia
significativa. En la expresién de las subpoblaciones funcionales CD4 y CD8 no

hubo diferencia entre los individuos sanos y los pacientes con LL. Sin embargo, .

en la expresiéon de la molécula coestimuladora CD28 se observé una

disminucién significativa de p<0.01 en los linfocitos de los pacientes con LL al

compararlos con sujetos sanos.

Por otro lado, los indices de estimulacién obtenidos en cultivo de los linfocitos T
de pacientes con LI fueron significativamente menores (p<(0.02) que los
obtenidos en linfocitos T de sijetos sanos, en presencia del mitégeno (PHA).
Revirtiéndose esta diferencia cuando se coestimularon exogenamente con el
anticuerpo antiCD28.

La adicién del anticuerpo antiCD80 no ejercid ningin efecto en la proliferacion
de los linfocitos T de pacientes LL. ante el mismo estimulo.

El LE. de los linfocitos T de pacientes L1, estimulados con antigeno de M.leprae
fué significativamente menor que el presentado por los linfocitos T de sujetos
sanos ante el mismo estimulo. La adicion de los anticuerpos anti-CD28 y anti-
CD80 no modificaron los datos ya encontrados.

Se desconoce ¢l mecanismo por el cual se inicia la anergia que presentan los -

linfocitos T de pacientes LL, pero los datos aqui presentados sefialan claramente
tres cosas: 1) los pacientes L tienen deficiencia en la expresién de la molécula
coestimuladora CD28 . 2)los linfocitos T de pacientes LL presentan una
proliferacién disminuida ante mitégenos, que se recupera al adicionar el



anticuerpo anti-CD28 y 3) la deficiente proliferacion ante estimulo antigénico
con M.leprae que presentan los linfocitos de los pacientes LL no se modifica
con la adicién de los agonistas de las moléculas coestimuladoras CD28 y CD80

BIBLIOTECA CENTRAL
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La lepra es una enfermedad muy antigua, se han encontrado tratados médicos
provenientes de en China e India que datan del siglo XV a.C. donde se describe la
lepra. Existen reportes que sefialan que se conocia en Indostdn hacia 1500 a.C.,
Ruegda Samhita menciona el termino “kushta” que comprende a la lepra y otras
enfermedades de la piel 1400 a.C. Un anénimo bardo alude a la enfermedad en uno
de los Vedas, libros sagrados del Brahmanismo 1300-1000 a.C. en Egipto. El
papiro Ebers y el papiro Brugsh mencionan la lepra bajo el termino Uchedu 800
a.C. En el Antiguo Testamento ” 782-732 a.C. la cultura hebrea la denominaba
TSARAATH relacionandolo con el pecado y siendo sinénimo de impureza.

En China, alrededor de 500 a.C. en el Nei Ching Su Wen, uno de los escritos
clasicos de la medicina, describe a la lepra con el término de “lifeng” (paralisis
severa) caracterizada por la pérdida de las cejas, nédulos y ulceraciones atribuidas a
“una falta del movimiento de las fuerzas de defensa (wei-chi)”.

Herodoto, 480-425 a.C., escribi6 sobre la lepra desde Persia, y posteriormente en la
Antigua Grecia, Areato dc Capodacia realiza una descripcion de la lepra. En Egipto
se examinaron momias que datan del siglo II a.C. donde se encontraron pruebas de
la existencia de la enfermedad (1). En los siglos V y VI la lepra empieza a

diseminarse. La Edad Media fue un periodo de gran propagacion de la endemia,



con importante diseminacién en las Cruzadas; las peregrinaciones de la Cristiandad
Europea a Santiago de Compostela, provocaron el contagio en la poblacién de
Galicia. Los colonizadores noruegos, portugueses y espafioles, trajeron la lepra al
Nuevo Mundo.

La lepra llego a México hace mas de 4 siglos, extendiéndose poco a poco. Las
relaciones comerciales con el Oriente y Europa durante toda la Colonia,
contribuyeron a aumentarla, Un siglo después se fundo el Hospital de San Lazaro
que durd mas de tres siglos, aunque esto fué insuficiente para detener el lento pero
implacable progreso de la endemia de lepra en este pafs.

Fue hasta 1873 cuando Gerhard Henrik Armauer Hansen, médico noruego, observé
en cortes de lesiones de pacientes con lepra la presencia constante de pequefios
bastones intracelulares y propuso asi su teorfa de que estos eran los responsables de
la enfermedad. Debido a esto se le considera el descubridor del agente causal de la
enfermedad vgr el bacilo Mycobacterium leprae o bacilo de Hansen (2,3,4,5).

En 1980 la OMS introdujo en el mundo, un ambicioso programa para erradicar la
lepra antes del afio 2000 que consite en una terapia multidroga a base de
antibidticos y bacteriostaticos, rifampicina, clofacimina y dapsona. Al parecer el
programa ha resultado todo un éxito, para 1997 han sanado ya 8 millones de
personas en el mundo, 890000 estdn siguiendo el tratamiento. Sin embargo, se

detectaron alrededor de 570,000 nuevos casos en este afio.(1).



EPIDEMIOLOGIA

La lepra es una enfermedad cosmopolita, que actualmente predomina en regiones
tropicales y subtropicales, pero anteriormente existid en zonas con clima frio,
siendo endémica en algunos piases de Europa (4)

En Estados Unidos se reportan cerca de 6000 casos, y como zonas endémicas
Louisiana, Texas, California y Hawaii. De estos pacientes el 75% son extranjeros;
en su mayoria originarios de México, Filipinas y el Sudoeste de Asia (6).

En México se estima que pueden existir entre 50 y 100 mil pacientes, aunque los
registros hablan de 15 a 20 mil casos, la OMS recomienda multiplicar por 5 la cifra
de pacientes registrados . Hay lepra en todo el pais, predominando en 3 zonas: la
principal es la Centro Occidental: Sinaloa, Colima, Nayarit, Jalisco, Michoacan,
Guerrero, Guanajuato, Aguascalientes, Zacatecas, Durango, Querétaro, Estado de
México y Distrito Federal. Los 4 primeros estados presentan una prevalencia mayor
de 1 X 1000, pudiendo llegar hasta de 3 X 1000 habitantes. La zona peninsular
incluye Yucatdn y Campeche, y la zona Nororiental formada por Nuevo Leodn y
Tamaulipas.

En general México se considera como pais de mediana endemia, con una
prevalencia de menos de 0.5 X 1000 habitantes.

Transmision.
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La principal fuente de contagio de la lepra humana es através del propio enfermo a
los sujetos contacto, no todos los pacientes son capaces de transmitir la
enfermedad, ocurre principalmente por pacientes lepromatosos no tratados, o
tratados inadecuadamente. El riesgo de la infeccion depende de la proximidad del
contacto, cantidad de bacilos y tiempo de exposicién. Es de pensar que la lepra se
adquiere en las primeras décadas de la vida, pero su periodo de incubacién tan
largo y lo discreto de sus sintomas al inicio, ocasiona que se detecte con mayor
frecuencia en los pacientes mayores de 30 afos. La lepra sobre todo la lepromatosa
en general, es mas predominante en hombres, mientras que la tuberculoide en
mujeres.

Aunque la dermis esta intensamente infiltrada en los pacientes, la piel intacta
contiene pocos gérmenes y es escasamente contagiosa. Hay bacilos en la leche
materna, pero no hay pruebas de transmisién por el aparato digestivo. M.leprae
puede localizarse también en sangre, orina, semen y heces, pero no son
importantes focos de diseminacion. Por el contrario las secreciones nasales son

consideradas como la principal fuente, ya que contienen de 107 a 108 bacilos por

ml(5,7,8) ¢




ASPECTOS CLINICOS.

La lepra afecta predominantemente la piel, nervios periféricos y las mucosas. La
clinica distintiva de la enfermedad puede ser agrupada en tres aspectos
dependiendo de su mecanismo 1) Debido principalmente a la proliferacion
bacteriana, 2) a la respuesta inmunologica del huésped contra el bacilo de la lepra y
3) a la neuritis periférica causada por los dos primeros procesos. La lepra siempre
involucra nervios periféricos, casi siempre involucra la piel y frecuentemente
mucosas. Los tres signos cardinales de la enfermedad son lesiéon de la piel,
anestesia de la piel y engrosamiento de los nervios periféricos.

La mayoria de las personas resisten efectivamente la infeccion del M.leprae, aun
en areas altamente endémicas. Se cree que unos 200 individuos llegan a infectarse
con el bacilo por cada caso que se desarrolla y se detecta (9,10,11).

LEPRA LEPROMATOSA (LL).- Es la forma anérgica de la enfermedad. La
proliferacién de M.leprae resulta en lesiones de la piel con una variedad de tipos,
desde el desarrollo difuso y generalizado, hasta el nodular (n6édulos llamados
lepromas) en una dispersa y simétrica distribucién. Los lepromas de la piel en una
LL avanzada, pueden contener 1010 bacilos por gramo de tejido. Las lesiones
lepromatosas caracteristicas involucran segmentos frios de la superficie corporal
central. Con esta preferencia de temperatura del bacilo, son afectados

bacteriol6gicamente el tercio anterior del ojo, la mucosa nasal y troncos de nervios



periféricos de curso superficial (los cubitales en codos, medianos en mufiecas,
peroneales en rodillas y tibial posterior en tobilio). Hay un patrén caracteristico de
pérdida sensorial debido a la afeccién de fibras nerviosas dérmicas en la LL
avanzada, involucrando también areas frias de la superficie corporal.

Los pacientes tienen marcados sintomas causados por la masa bacteriana y los
acimulos de macréfagos requeridos para contenerla. La histpatologia de las
lesiones lepromatosas es caracteristica por contener una masiva coleccién de
macréfagos y en su interior una gran cantidad de bacilos y lipidos, fos cuales crean
una apariencia espumosa, pudiendo ocupar el 90% de la dermis, siendo separados
por una zona clara (banda de Unna) (12,13).

LEPRA TUBERCULOIDE (TT).- Es la otra forma polar de la enfermedad, en
contraste con la lepra lepromatosa en lo que a la proliferacién bacteriana signos y
sintomas resulta. Gran parte de la presentacion clinica en la TT es debido a la
combinacion de la proliferacion bacteriana y la respuesta inmunoldgica del
hospedero contra el bacilo. En la TT, se presentan una o cuando mucho unas pocas
lesiones de la piel, bien circunscritas y anestésicas. Puede haber engrosamiento de’
los nervios periféricos en la vecindad de la piel lesionada. Histopatolégicamente
hay muy escasos o ningiin bacilo acido-alchol reistente demostrable, existe un

denso y bién organizado granuloma, células epiteliodes rodeadas por linfocitos y



c€lulas multinucleadas gigantes de Langherhans, ei granuloma incluye la capa basal
de la epidermis (12).

LEPRA LIMITROFE MEDIA (BB).- La lepra limitrofe abarca aquellos tipos de
la enfermedad entre la LL y la TT. La BB es muy rara porque es muy tnestable. Un
paciente con BB puede desarrollar clinica, bacteriolégica ¢ histopatologicamente
con el tiempo, rasgos mas distintivos de enfermedad tuberculoide siendo llamada
reaccion de mejoramiento ( en inglés Upgrading). Por el contrario al desarrollar con
el tiempo la enfermedad lepromatosa ocurre una reaccién de empeoramiento ( en
inglés Downgrading)(14,15) (figura 1) .

mrrecm:im POR H.1EPRAE

/-**“““\

[FETADID
/\\‘Et&u\,‘_l NG

LY

CURAZIGH N o e
LS 4 ur\fj\-"“j"/ﬁ-%*\

'\.,___‘_“- \r____\’j_______l
INOETERMNADA
U |
CLASIFICACION /K
eLlieA A T
MADRID FUD"‘(CU[(JI"J“ ‘ ||| IIHGH_ POLERROMATONN
RADLEY-JOPLING l'r BT I 60 ?.f;'.': LTS
i — R T

{H\f\ f*\_fh ucqw g f"\__}

tipo ]
Datio a narvio

N Reaccion tipall
Compbajos
— . INIVIc
CARAC FP!‘ HICAL CLITICAS I
Y UE LARGRATORIO |

—— e — s

MLJ Im’\‘% Dll-l.h. o

1 | \l( HS
i LN OIS CELU RS i M:=cIt(j}”}r:f?r"?lﬂﬁﬁ:'ﬁ
HISTORATOLOGIA i_ BES T FOEMACKIN DE GHAHULEIAS, |~rm; {._ ‘[._;\‘r |,!‘ )U';

BACILOS POCOS MUICHOS

7:"7‘3 TR TS PO ek t I "’RGI'.'H A('-fﬁjéfar;:ﬁ 3"1—
e LINFOCITICR KIGATIV

RECPUESTA T TITARO DE Ac.BAJD TITULO N—- ALTC
MURCRAL. b

RESPUESTA CELULART o v

B T T e




INMUNOLOGIA DE LA LEPRA,

Normalmente, los linfocitos cooperadores (TH), que tienen marcador de
membrana CD4+, reconoce a través del receptor TCR, a los antigenos (Ag)
previamente procesados y presentados en asociacion a moléculas clase II del
| MHC, por CPA que principalmente son macréfagos y células de Langherhans.

Las reacciones de hipersensibilidad tardia son iniciadas por los linfocitos
especificamente sensibilizados, generados durante el contacto inicial con el Ag.
Algunas células de memoria permanecen en la circulacion largo tiempo, a menudo
afios. Cuando el individuo se vuelve a eXponer al Ag especifico, los linfocitos T de
memoria son estimulados para dividirse y liberar citocinas(16). Esta respuesta
dependiente de linfocitos T o respuesta inmune celular (RIC) es la responsable de
la proteccib’n en la lepra y de acuerdo con su grado de efectividad se determina la
posicion del individuo infectado con M.leprae en el espectro de la enfermedad.

El conocirmiento inmundlogico de la lepra se inicia con los trabajos de los
leprologos japoneses Hayashi y Mitsuda en 1919, cuando aplicaron a los pacientes
de lepra por via intradérmica, un antigeno preparado de ndédulos de enfermos
infectantes que llevaba bacilos muertos y observaron que en unos enfermos daban
respuesta positiva a las 3 semanas y otros no daban ningun tipo de respuesta.
Precisamente aquéllos pacientes que mostraban una gran cantidad de bacilos, eran

los que no respondian al antigeno llamado lepromina. No es hasta los afios 60s en



.
: i
que los inmundlogos definen a la lepra como un modelo inmunolégico tnico, que

estd caracterizada por un amplio espectro en la respuesta del hospe.dero, con una
gran variabilidad en la histopatologia y en el curso clinico de la infeccién. Asi
mismo existe un espectro en la respuesta humoral y en la inmunidad celular del
hospedero a la infeccidn. Desde un inicio los patélogos reconocieron la importancia
de la RIC en TT, manifestada por el granuloma de células epiteliodes asi como una
fuerte respuesta tipo de hipersensibilidad retardada a los antigenos de M.leprae
(mitsuda positivo), y patrén de citocinas tipo TH2, confiriéndole resistencia ,
liegando a curarse de una manera espontanea y sin tratamiento (5,17)

En el lado opuesto del espectro clinico e inmunolégico, los pacientes LL presentan
una exacerbada respuesta inmune humoral inespecifica, caracterizada
principalmente por falsas positivas a VDRL, proteina “C” reactiva positiva, y

formacién de complejos inmunes, con el posterior alojamiento y dafio en los

NEervios periféri'cos. Los i)ééientes con LL sJon negativos a la prueba de la
- ‘
lepromina, y permanece de esta manera aun después de afios de utilizar la
quimioterapia. In vitro se ha demostrado esta anergia especifica por falla en la
proliferacién de linfocitos T ante Ag. de M.leprae (18,19) ademds de su deficiencia
en la sintesis de IL-2 ¢ IFNg (14,20,21).Existen trabajos que sefialan que esta

anergia también la presentan los linfocitos in vitro ante estimulos policlonales no

especificos como PHA (Fitohemaglutinina), ConA (concanavalina A) y po



anticuerpos anti- CD3 (22,23,24) con deficiencias en la proliferaciéon y sintesis de

IL-2 e IFNY, no as{ el receptor para 1L.-2 (IL-2r) (25)

RECONOCIMIENTO ANTIGENICO Y SENALES COESTIMULATORIAS
Dlirante el reconocimiento especifico del antigeno, los linfocitos T en reposo son
estimulados a través de la interaccidn con las células presentadoras de zfntfgeno_.
Desde 1969 Peter A. Bretsher y Melvin Cohn propusieron un modelo donde se
requerfa por lo menos de 2 sefiales para activar las células T ambas sefiales
proporcionadas por las CPA y dependientes del Ag(26). Sin embargo en 1974
Kevin J. Lafferty y Alison J. Cunninham (27) propusieron otro modelo de la doble
sefial, s6lo que en esta propuesta la segunda sefial no dependia del reconocimiento
_antigénico (26), En la actualidad se sabe que la primera sefial es dada por la unién
del complejo receptor de células T (28), la capacidad del TCR para traducir sefiales
a través de la membrana de células T es mediada por el dominio citoplasmico de la
subunidad CD3 y la porcién intracelular de cadena z, esta cadena y el CD3
contienen una secuencia comun, el EX2,YX21/1X7, YX2 L/J llamada secuencia de
activacion de tirosina (ITAM) , perteneciente a la familia de las inmunoglobulinas
y es crucial para las subsecuentes respuestas de sefialamiento via TCR.

Dos proteinas cinasas de tirosina (PTK) estdn asociadas al complejo TCR/CD3. La

familia de las p59fyn y la PTK de 70kd, llamada Zap-70 y una segunda familia
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PTK src  p56 Ick . (29,30) (fig 2). El complejo TCR/CD3 se une al péptido
antigénico, ligado por las moléculas clase II del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) en las CPA, posterior a esta unién, se presenta una
serie compleja de eventos metabdlicos que culmina en el encendido de las
funciones efectoras y en la proliferacion celular requerida para expander las
subpoblaciones de células capaces de reconocer al Ag. en un segundo encuentro.
El primero de estos eventos parece ser la activacidn de una enzima tirosina cinasa
(fyn,Ick o zap-70) a partir de ITAM que al afiadir un fosfato activa a la fosfolipasa
Cgl , que a su vez hidroliza al componente de membrana 4,5-fosfatidilinositol
bifosfato (PIP2) y otros fosfoinositosidos, esta hidrélisis produce dos metabolitos,
a) 1,4,5 mositol trifosfato (IP3), y b) el diacilglicerol (DAG) (26,28,31), ambos
tienen importantes funciones como segundos mensajeros en el proceso de
activacion celular. El 1P3 se une a receptores especificos en las vesiculas que
almacenan Ca++ e Inicia una liberacion transitoria de este hacia el citosol, esta
elevacién citosélica de este ion es suplementada ademas por el influjo de Ca++ del
espacio extacelular, al parecer, existen evidencias recientes que sugieren que en
las células T, hay canales de Ca++ independientes de voltje que pueden ser
abiertos en respuesta al [P4 (1,3,4,5 inositol tetrafosfato) formado por la
fosforilacién del IP3. Todos estos eventos, pueden ser mimetizados

experimentalmente, por la adicidén de iondforos de calcio, como la ionomicina o el
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A23187. El s6lo aumento de Ca++ no es suficiente para completar la activacién
de células T que también requieren de la hiperpolarizacién de la membrana,
proporcionada principalmente por el flujo de iones K+ a través de canales
especificos dependientes de voltaje (fig 3) (32) Todas estas sefales idnicas
promueven un incremento de la actividad enzimatica que conlleva a que el factor
nuelear de células T activadas (NF-AT) se modifique de tal manera, para que pueda
migrar del citoplasma al interior del nicleo .

Ademas de las sefiales idnicas, las células T requieren de otros metabolitos para
activarse, estos son provistas por el otro producto de la hidrélisis del PIP2, el
diacilglicerol  (DAG) que activa a la proteina cinasa C (PKC), enzima
dependiente de calcio capaz de modular la funcién de una serie de proteinas
mediante fosforilaciones de residuos de serina y treonina desembocando en la
sintesis del complejo proteico AP-1. Una vez sintetizado, se une al NF-AT
formando un complejo que se une al ADN vecine de determinados genes y permite
que estos se transcriban. Muchos genes de linfocinas pueden transcribirse debido a
que unos cuantos factores de transcripcién se unen en sus regiones de control. El
gen de la IL.-2 (interleucina-2) sin embargo parece estar sujeto a una regulacion
mucho mas estricta, no puede transcribirse si no es en presencia del complejo NF-

AT/AP-1, de AP-1 y de otros 2 factores de transcripcién (Oct y NF-kB) (26).
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Todos los factores deben haberse sintetizado recientemente, o activado
quimicamente .

La PKC puede ser activada experimentalmente por ésteres de forbol como el PMA
(12,13 forbol miristato acetato). La PKC presenta diferentes isoenzimas, con
diferentes requerimientos de Ca++, las células T expresan particularmente, altos

niveles de PKCR. (33)

Aun con los cuatro factores de transcripeidn no basta para que la célula produzca la
cantidad suficiente de IL-2 para la divisidn, se requiere de un coestimulo (llamado
también segunda sefial) que es proporcionado por las células accesorias.

La naturaleza del coestimulo antigeno no especifico, en términos moleculares,
representa sefiales generadas a través de una o mas interacciones adhesivas entre
las CPA generalmente de origen hematopoyético y los linfocitos T (34). Se han
propuesto muchos pares de moléculas ligando /receptor como los implicados en
proveer la coestimulacion necesaria para la presentacidn antigénica adecuada, entre
los cuales se incluyen LFA-1 (antigeno de funcién leucocitaria-1)/ICAM-1
(molécula de adhesién intercelular-1), LFA-1/ICAM-2, ICAM-3, CD40/gp39 y
CD28/CD80(B7). Estos pares ligando receptor, funcionan incrementando la
adhesion entre células T y CPA y proveen las sefiales coestimulatorias para la

respuesta proliferativa de celulas T (34,35).



i

Estudios recientes sefialan al par CD2B/CD80 como el mds directamente
involucrado en la activacion de células T.

La molécula CD28 (fig 4) es una glicoproteina homodimérica, miembro de la
superfamilia de las inmunoglobulinas compuesta por subunidades de 44 kD unidas
por puentes disulfuro. El ADN complementario de humanos, transcribe una
proteina madura de 202 aminoécidos (aa), con un segmento de 41 aa en la regidn
citopldsmica y uno de 134 residuos en el dominio extracelular. El antigeno CD28
es codificado en el humano en el cromosoma 2q33-q34. Esta molécula se expresa
constitutivamente en la superficie del 80% de las células T humanas, practicamente

el 100% de los CD4+ y el 50% de los CD8+, y virtualmente en todas las células T

de origen murino (36,37,38,39). También se ha observado su presencia en los

timocitos en desarrotlo, aunque su papel en esta ctapa todavia no se comprende
(40,41). La expresion del CD28 no es estdtica, ya que los niveles de este se

incrementan seguida la activacion celular (42)

La molécula B7 (CD80), es el ligando para el receptor CD28. La designacién “B”

para esta molécula, proviene de los primeros estudios con anticuerpos
monoclonales que fueron utilizados para identificar Ag. desconocidos de células B
(43,44). El CD80 es una glicoproteina transmembranal de 54 kD. con 262 residuos
de aa, cuya regidn citoplasmica consiste solo de un residuo de 19 aa y el dominio

extracelular de 216 aa (45-46). Este segmento, contiene dos dominios tipo

e
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inmunoglobulina, y el tallo pequefio citopldsmico contiene tres sitios potenciales
para fosforilacion por PKC, indicativo del papel importante de sefializacion de esta
molécula, de hecho en las células B esta molécula se fosforila después de ser
activada la célula. El CD80 se codifica en el cromosoma humano 3ql3-q23
(47,48). Se ha observado la presencia de esta proteina en células dendriticas de
sangre periférica, asi como de Langerhans, células B y macréfagos, siempre y
cuando estén activados, también en keratinocitos y en algunas ocasiones en las
propias células T (49,50,51). La regulacién de la expresion de CD80 es controlada
por las interacciones célula/célula y la produccion de citocinas. Se ha descrito un
papel importante de la via CD40/CD40L en controlar la expresion del CD&0
(52,53), asi como la influencia de IL-4, L-10 e IFy (54,55).

La coestimulacidén via CD28/CD80 da como resultado la estabilizacion de mRNA
de IL-2, incrementa la secrecion de IL-2 y la sobrexpresion de las cadenas o,B,y
del receptor para IL-2 (IL-2R). Existen varias propuestas para tratar de elucidar los
mecanismos bioquimicos que estdn involucrados en esta ruta de coestimulacién, si
bién es cierto que implican diferentes caminos, todos coinciden en la activacion de
otra proteina tirosina cinasa. Su(56) en 1994 y Schneider en 1995(57) proponen el
papel de CD28 en la activacion de jun cinasa, la cual fosforila a jun que es un
componente del factor de transcripcion AP-1 que se une a algunas secuencias

blanco en la regién 5’ del gen incrementador de IL-2. Las MAP cinasas Erkl y

YT
I



Erk2, se activan por estimulos via TCR, pero para la activacion completa de estas
MAP cinasas, la fosforilacién de jun y la activacion de los dominios jnk! y jnk2
se requieren ambas rutas TCR y CD28, sugiriendo que la integracion de las sefiales
para la optima activacion de las células T ocurre a nivel de la activacion fde jnk (
56,57)(fig 5). Por su parte Migita 1995(58) y Boussiotis 1996 (59) sefialan que
durante la induccién de una respuesta inmune mediante la estimulacién con
aloantigenos en presencia de la coestimulacion de CD80, el resultado es la
fosforilacion de la cadena e del CD3 y la hiperfosforilacién de la cadena z de TCR,
ambas asociadas con Ick y zap—70 . Existen algunas propuestas mas para tratar de
explicar estos mecanismos, sin que hasta la fecha haya un consenso generalizado,
sin embargo lo que esta claro, es que una célula T no puede producir, sin
coestimulacién, suficiente cantidad de interleucina 2 para su divisién (60,61) Si
ambas moléculas TCR y CD28 estdn unidas a sus ligandos adecuados, se inicia la
activacion y la proliferacion con diferentes subtipos funcionales (62,63), si solo el
TCR es ligado, la célula entra entonces en un estado de anergia (falta de respuesta)
y puede incluso llegar apoptosis (muerte celular programada) . Si_solo el Ag.

CD28 es ligado, no hay ningtn efecto de activacion (64).

.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a que los linfocitos T de pacientes con lepra lepromatosa muestran
deficiencias tanto en la proliferacién como en la sintesis de 1L-2 (22,23,24),
~eventos en los que estd involucrada la coestimulacion a través de las moléculas de
superficie CD28/CD80, surge el interés de estudiar la presencia y funcionalidad de
estas dos moléculas, en celulas mononucleares de pacientes con lepra lepromatosa

bajo estimulos antigénicos y mitogénicos en comparacion con los de individuos

sanos.

HIPOTESIS WMLIOTRCA CENTRAL

La anergia que presentan los pacientes con lepra lepromatosa, se debe por lo menos
parcialmente a la deficiencia en la expresién y/o funcionalidad de las moléculas

coestimulatorias CD28 en los linfocitos T y CD80 en linfocitos B y macréfagos .



OBJETIVO PRINCIPAL

Evaluar la presencia y funcionalidad de los receptores CD28 y CD8O0 en linfocitos

T, linfocitos B y macréfagos de pacientes con lepra lepromatosa.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Cuantificar el porcentaje de linfocitos B y macrofagos activados CD80+ de

sangre periferica de pacientes con LL e individuos sanos.

2.- Comparar el porcentaje de linfocitos T CD28+ en sangre periférica de pacientes

con LL ¢ individuos sanos.

3 - Evaluar la respuesta proliferativa ante estimulos mitogénicos y antigénicos de

linfocitos de T pacientes con lepra lepromatosa.

4.- Evaluar el efecto de los anticuerpos antiCD28 y antiCD8(0 en la proliferacion de

linfocitos T de individuos con LI ante estimulos mitogénico y antigénicos.



MATERIAL Y METODOLOGIA

Se trata de un estudio descriptivo, transversal y comparativo

Sujetos de Estudio

50 pacientes, 22 mujeres y 28 hombres, entre 20 y 65 afios de edad. provenientes
del Instituto Dermatolégico de Jalisco “Dr. José Barba Rubio” con diagnédstico de
lepra lepromatosa, clasificados de acuerdo a los criterios Internacionales de Ridley
y Jopling e Ivangy(12, 14) basados en los datos clinicos, histopatolégicos, con
baciloscopia positiva (+++), as{ como su respuesta negativa (-) a la lepromina.

Todos los pacientes en el momento de la toma de la muestra se encontraban bajo el
tratamiento propuesto por la OMS (1) denominado poliquimioterapia que consiste

en Rifampicina, Clofacimina y Dapsone (2,4 diaminodifenilsulfona)



Criterios de no inclusion:

Todos los individuos que presentaban cualquier otra infeccién, enfermedad
asociada o reaccion leprosa de cualquier tipo, asi como aquellos que estaban
tomando otro medicamento distinto de los mencionados y aquéllos que no han
iniciado el tratamiento.

Fueron incluidos 50 voluntarios sanos, no relacionados con los pacientes con edad

+/- 5 afios y de igual sexo y condicién socioeconémica, como control en el estudio.
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Muestras RIBLIOTECA CENTRAL

Se obtuvieron 15 ml de sangre periférica heparinizada tanto de los individuos con

LL como de los controles sanos. La muestra se dividié en 2 aliquotas..

1) Para cuantificacion del porcentaje de marcadores de superficie por Citometria de
flujo;

2)para la obtencién de células mononucleares y medicidn de la proliferacion

Determinacion de los marcadores de superficie mediante citometria de flujo



BIBLIOTECA CENTRAL
A partir de la sangre periférica de ambos grupos de individuos se realizaron los

estudios de citometria de flujo mediante el uso de los anticuerpos monoclonales
CD3,CD4,CD8,CD13,CD19 marcados con isothiocianato de fluoresceina y CD28
Y CD80 marcados con rodamina (Leinco Technologies, St. Louis. M.O.), la
metodologia en breve consistié en lo siguiente:

1.- Se colocaron 100 pl de sangre periférica heparinizada en cada tubo (5 en total)
2.-Se adicionaron 10 pl de anticuerpo monoclonal conjugado con el cromégeno.
3.-Se incubaron 30 min. a temperatura ambiente.

4.-Se lisaron los eritrocitos con una solucion de NH4Cl 1.5M

5.- Se incubaron con esta sol. 15 min. a temperatura ambiente y en agitacion
constante.

6.-Se lavaron dos veces con sol. buffer salino de fosfatos (PBS)

7.- Se fijaron con 2 ml de una solucion de paraformaldehido al 10%.

8.- Se analizaron mediante un citémetro de flujo ( Epics V Coulter)

Los resultados se obtuvieron como porcentaje de células T CD3+/CD28+, CD4+,
CD8+, células B CD19+/CD80+ y macréfagos CD13+/CD80+.

Para la medicion de la expresion de la molécula coestimulatoria CD80 sobre la
membrana tanto de células B como de macrofagos, ambas poblaciones celulares se

estimularon in vitro con 1ug de PHA durante 24 hrs(67)



Los resultados se analizaron por la prueba paramétrica “t” de Student apareada de

una cola . Utilizandose los promedios +/- error estandard.

Obtencion de células mononucleares(técnica de Boyum (66))

1.- Se mezclaron 10 ml de sangre periférica heparinizada, volumen a volumen con
solucién salina balanceada de Hank’s (HBSS).

2.-En un tubo cénico se depositaron 4 ml de la solucién Hystopaque con densidad
de 1.072 (Sigma,Chemicals) y cuidadosamente resbalando por la pared del tubo se
adicionan 8 ml de la mezcla sangre/HBSS con pipeta Pasteur.

3.- Se centrifugd a 1200 r.p.m. durante 20 min. a T ambiente.

4.- Se extrajo con pipeta Pasteur el anillo de células blancas formado en la interface

del gradiente de densidad.

5.- Se lavaron las células dos veces con HBSS a 4°C

6.- Se decantd el sobrenadante y elr_bo_té_n celular se resuspendié en medio de
cultivo RPMI 1640 (Gibco, Grand Island N.Y.) suplementado con 5% de suero
fetal de ternera (SFT), 100 mg/ml de estreptomicina y 100U/ml de penicilina,

7.- Finalmente las células se ajustaron a una concentracién de 1X10° cel/ml.

N



Ensayo de Proliferacion
2 X 10° células de la suspensién obtenida anteriormente se colocaron en pozos de

microplacas de cultivo (Costar 96 microwell plates) bajo las siguientes condiciones.

Estimulo mitogénico.
a) Medio de cultivo RPMI 1640

b) PHA 10 pg/ml

c) PHA 10pg/ml + ac.anti CD28 10ng/ml

d) PHA 10 pg/ml + ac.anti CD80 1g/ml BIBLIOTECA CENTRAL

Como control se cultivaron células en presencia de ac.anti CD28 sélo y ac. anti
CD8O0 solo. Los ensayos referentes al inciso “d” sélo se realizaron en 5 individuos
sanos ya que la inhibicion de proliferacion mediada por el bloqueo de la molécula
coestimulatoria CD80 se confirmo con esta muestra (n=5)

Se cultivaron en una estufa de CO, y temperatura controlada, durante 72 hrs, a
37°C, con atmésfera himeda y 95% de aire y 5% de CO,, 18 hrs. antes de
cosecharse se di6 un pulso con 10uCi de Timidina marcada con tritio ( [methyl]-
*HTdr Amersham life science con actividad especifica de 6.7 Ci/mmol) Se
cosecharon en tiras de fibra de vidrio (Nunc 8th well harvestey) mediante un

cosechador automatico (Nunc harvester)



Se colocaron en los viales y se adicioné 3 ml de liquido de centelleo (mezcla de

floruros PPO , POPOP Sigma Chemicals)

Se midié la incorporacion de HTdr a las células mediante un contador de
centelleo Packard beta. LLos resultados de la proliferacién se obtuvieron en cpm

(cuentas por minuto) y se expresaron como indice de estimulacién (I.LE.)= cpm

células estimuladas/cpm células sin estimulo.

Estimulo antigénico.

Para la proliferacion bajo estimulo antigénico se procedié de la misma manera
descrita y las condiciones de cultivo fueron las siguientes:

a) RPMI 1640

b) Ag de M. leprae sonicado 30 [Lg/ml

c) Ag. M. leprae 30 pg/ml + ac. anti CD28 10ng/ml
d) Ag. M. leprae 30ug/ml + ac. anti CD80 1ug/ml

Se cultivaron igual que en estimulo mitogénico, sdlo que el tiempo de incubacidn

fué de 96 hrs en total.



MATERIAL Y METODOS

MARCADORES DE SUPERFICIE

Sangre periférica de enfermos LL y sujetos sanos

100 ul de sangre

10pl marcadores de membrana

CD4 CD8 CD3/28 | (CD13/80 | [CD19/80

30" Temp Amb,
Agitacion

NH,Cl 0.5 M

15" Temp. Amb.

PBS 4=C T
2 lavados

Fijar Paraformaldehido 2%

Citometria de flujo

% células
positivas

BIBLIOTECA CENTRAL



ENSAYO DE PROLIFERACION

BIBLIOTECA CENTRAL

Sangre periférica de enfermos LL y sujetos sanos

Boyiim

Obtencidn de células mononucleares

Proliferacion estimulo
mitogénico

Proliferacién estimulo antigénico

2 x 10° células

Activacién de macréfagos y
linfocitos B

2x10° células
PHA 10 pg/ml

RPMI PHA PHA + PHA + 2x10° células 24 hrs
1640 AcCD28| |AcCD80
l cosecha
370
5% CO, 48 hrs
Humecag [Remi]  [Ag | [Az+cp28]| [Ag+cD80] | citometria
|3HTdR |
18h
rs 37<C 96 h % células
cosecha 5% CO, B positivas
YHTdR
cpm 18 hrs
cosecha

cpm




RESULTADOS

Expresion de las moléculas coestimuladoras CD80 y CD28 en la membrana

de los macrofagos y linfocitos By T

La expresion (bajo el estimulo de PHA) de la molécula coestimuladora CD&0 en
los macréfagos (CD13+4) y en los linfocitos B (CD19+) de pacientes L. no
presentd ninguna diferencia estadistica significativa, cuando se compard con la
expresién de dicha molécula en los macréfagos y linfocitos B de sujetos sanos
de la misma edad, sexo y condicién socioecondémica(cuadro 1, fig. 1y 2). La
expresion de la molécula coestimuladora CD28 en linfocitos T (CD3+) de
sangre periférica de pacientes con LL fué significativamente menor (p<0.01)
que la expresion de ésta en los linfocitos T de los sujetos sanos (cuadro 2, fig.
4).

En cuanto a las subpoblaciones funcionales de linfocitos T cooperadoras CD4+
y citotdxicas CD8+ no se observé ninguna diferencia estadisticamente
significativa, cuando se compararon los linfocitos T de sangre periférica de

pacientes LL con los linfocitos T de los sujetos sanos ( cuadro 2, fig. 3).

Respuesta proliferativa de linfocitos T ante el estimulo mitogénico de

fitohemaglutinina (PHA).



El indice de estimulacion (IE) de linfocitos T de pacientes con LL en cultivo in

vitro bajo el estimulo de 10pug/ml de PHA fué estadisticamente mds bajo

(p<0.05) que el IE de los individuos sanos con el mismo estimulo (cuadro 3,

fig.5)

Respuesta proliferativa de linfocitos T ante el estimulo de antigeno de

Mycobacterium leprae

Los resultados del IE de linfocitos T de pacientes con LL en cultivoin vitro con
estimulo antigénico de M.leprae revelan una proliferacién significativamente

menor (p<0.01) que la de los linfocitos T de sujetos sanos bajo el mismo

estimulo (cuadro 4, fig. 8).

Efecto del anticuerpo anti CD80 sobre la proliferacion de linfocitos T

inducida por mitégeno (PHA) y antigeno de M. leprae

La adicién del anticuerpo anti CD80 en el cultivo in vitro de linfocitos T de

pacientes con LL tanto ante el estimulo mitogénico, asi como antigénico, no



modificé significativamente la proliferacién (IE) de los linfocitos T (cuadro 4,

fig.9).

Efecto del anticuerpo anti CD28 sobre la proliferacion de linfocitos T

inducida por mitégeno (PHA).

La adicién del anticuerpo anti CD28 en el cultivo in vitro de linfocitos T de
pacientes con LL ante el estimulo mitogénico de PHA incrementd
significativamente (p<0.05) el indice de estimulacién de los linfocitos T, que

alcanzé al nivel de IE de los sujetos sanos (cuadro 3, fig. 6).

Efecto del anticuerpo anti CD28 sobre la proliferaciéon de linfocitos T

inducida por el antigeno de M.leprae

La adicién del anticuerpo anti CD28 en el cultivo in vitro de linfocitos T de
pacientes con LL ante el estimulo antigénico de M.leprae no modificé el bajo

indice de estimulacion que presentaron los linfocitos T (cuadro 3, fig. 9).



Expresion de Ia molécula coestimulatoria CD80:

En los experimentos en los que se compard la expresion de la molécula
coestimulatoria CD80 en linfocitos B (CD19") y macréfagos (CD13") entre

pacientes con lepra lepromatosa y sujetos sanos, no se encontrd ninguna
diferencia significativa (cuadro 1).

Porcentaje de linfocitos By macréfagos CD80" en células de sangre periférica activadas con PHA
de pacientes LL e individuos sanos

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4
LLCD13+/CD80+ (%) | SCD13+/CD80+ (%) | LLCD19+/CD80+ (%) | SCD19+/CD80+ (%)
3 46 2 17

85 96 36 43

86 69 16 10

20 92 43 61

61 17 68 77

78 59 50 72

81 84 36 14

04 g1 37 57

84 29 G9 93

44 61 S0 85

92 72 63 85

37 94 4] 53

71 94 80 59

81 92 64 59

79 57 91 92

95 57 43 86

99 98 16 93

80 95 98 90

93 93 84 65

98 94 81 36

99 99 88 74

99 99 99 74

99 94 86 79

90 94 13 15

90 08 28 10

84 71 12 10

40 32 24 10

39 43 14 13

62 43 36 30

14 81 3 7

94 12 21 33

25 33

34 34

17 15

47 43

X=72,7586207 X="71,8275862 X=53,137931 X= 542068966
e.e=4,76 ee=4,55 e.c.= 5,61 e.e.=5,54

Prueba paramétrica t Stadent apareada.
CDI13+/CD80+ 1 vs 2 p< (04 N.S. CDI9%/CD80+ 3 vs 4 p<(.3 N.S.
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FIGURA 1

Expresion de la molécula coestimulatoria CD80*
en la membrana de macréfagos de pacientes LL
y sujetos sanos

80"

72,75 +4.76
2 78 71,82 + 4.55
g 76
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©
g 66
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X + EE = media + error estdndar

LL = macréfagos de pacientes con lepra lepromatosa CD80+
S = macrdéfagos de individuos sanos CD80+

* Estimulados durante 24 hs con Fitohemaglutinina

LLvsS: p=N.S.
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FIGURA 2

Exspresion de la molécula coestimulatoria
CD80* en la membrana de linfocitos B de
pacientes LL y sujetos sanos

L 54,2 + 5.54

55
54.5 53,13+5.61
54
53,5
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52
51,5
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CD80+
(X + E.E)

Porcentaje de linfocitos B

LL S

X + EE = media + error estdndar

LL = Linfocitos B de pacientes con lepra lepromatosa CD80+
S = Linfocitos B de individuos sanos CD80+

* Estimulados durante 24 hs con Fitohemaglutinina

LLvsS: p=N.S.
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Expresion de los marcadores de superficie CD4, CD8 y CD3/28:

El cuadro 2 muestra los resultados de los experimentos en los que se midid y
compard el porcentaje de linfocitos T CD4", CD8", CD3"/CD28" de sangre
periférica tanto de pacientes LL como de los individuos control, no
encontrdndose diferencia significativa en el caso de las subpoblaciones CD4”
y CD8", sin embargo existe una disminucién significativa ( p< 0.01) en la
expresion de CD28" en los linfocitos T de pacientes con LL.

CUADRO 2
Porcentaje de linfocitos T CD4+, CD8+, CD3+/CD28+ de sangre periférica de pacientes LL e individuos sanos.
GRUPO | GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4 GRUPO 5 GRUPO 6
LLCD28+ (%) SCD28+ (%) LLCD4+ (%) SCD4+ (%) LLCD8+ (%) SCD8+ (%)
25 22 22 31 18 i1
30 34 58 36 19 16
43 34 25 31 20 23
21 55 30 31 15 15
17 18 13 K 27 15
63 43 45 42 16 5
28 45 24 39 19 24
56 45 48 48 31 15
35 52 35 34 12 27
21 31 31 34 15 27
45 31 29 13 11 21
60 57 28 31 14 31
51 75 28 31 27 31
27 47 24 30 27 24
2 28 24 35 20 24
1 19 & 46 11 19
21 41 21 26 14 22
27 39 33 18 22 22
47 22 38 15 23 20
41 22 34 18 26 13
28 54 68 53 18 21
22 54 0.2 40 14 13
32 52 20 10 4 13
25 50 17 28 12 17
26 26 28 44 16 15
3 12 12 44 22 21
20 17 3 36 13 21
53 56 17 29 19 21
33 45 12 33 5 23
50 31 14 15
30 44 15 15
7 42 15 19
25 14 15 15
34 28 14 20
8 12 1 o
29 33 10 5
3l 37 13 20
22 22
28 15
X=31,3103448 X=138,4827586 X=26,1793103 X=31,0344828 X=15,7586207 X=19.2758621
e.e.= 3,04 e.e=2.82 c.c.= 2,554 e.c.=1,9229 ee.=1,02 e.e.=0,9267

Prucba paramétrica t Student aparcada de una cola.
LLCD3+/CD28+ 1 vs 2 p<0.01 LLCD4+ 3 vs 4 p<0.07 LLCD8+5vs 6 p<0.1 N.S.
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FIGURA 3

Expresion de marcadores CD4 Y CD8 en linfocitos T de
pacientes con lepra lepromatosa y sujetos sanos

— 31,03 +1.92
26,17+2.5

30-
o5 19,27+ 0.92

15,75+1.02
20

15

CD8+ *(X+EE)

10

Pacentraje de linfocitos CD4+ y

* X + EE = media + error estdndar

1 = linfocitos T de pacientes con lepra lepromatosa CD4+
2 = linfocitos T de pacientes con lepra lepromatosa CD8+
3 = linfocitos T de sujetos sanos CD4+

4 = linfocitos T de sujetos sanos CD8+

1 vs3: p<0.07 2vsd: p=NS.

Radio 1/2 vs 3/4: p=N.5.

Prueba paramétrica t de studen apareada de una cola

FIGURA 4

Expresion de marcadores CD3/CD28 en linfocitos
de pacientes con lepra lepromatosa y sujetos sanos

3g "

36 |

31,3+3,04

Porcentaje de linfocitos
CD3+/CD28+ *(X + EE)

* X+EE = media + error estdndar

LL = linfocitos de pacientes con lepra lepromatosa CD3+/CD28+
S = linfocitos de sujetos sanos CD3+/CD28+

LL vs S: p<0.01



CUADRO 3

Proliferacién de linfocitos T de pacientes LL e individuos control estimulados con PHA y

los coestimulos CD28 y CD80

GRUPO | GRUFPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4
LLpha (LE) LLpha28 (I.LE.) |LLpha80 (LLE) |Spha(LE)
1 10 22 52

6 7 2 7

8 12 12 31

40 9 14 28

22 24 11 12

39 4 2 i8

29 10 6 22

5 51 12 32

19 42 9 60

14 14 13 99

12 12 64 27

6 9 4 6

4 12 10 5

11 8 22 5

9 12 10 4

12 58 12 4

65 7 12 88

9 6 66 7

4 28 84 7

25 15 52 21

12 15 20 12

11 12 77 20

11 89 105 28

16 148 74 14

57 45 51 67

92 65 32 100
48 109 1 100
58 59 7 39

63 71 4 41

81 106 118
83 38 74

58 8 51

39 9 34

16 15 15

5 5

4 13
X=27,6111111 =33.50 X=27,9310345 | X=35,1666667
e.c. 4,34 ce. 74 e.c. 5,49 ee. 54

Prueba paramétrica t de student, apareada de una cola
1 vs 2 p<0.05;1vs3p< 017 N.S,; 1 vs 4 p<0.02; 2vs 4 p<0.2] NS,

Lo
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Respuesta proliferativa de linfocitos T:
Estimulados con fitohemaglutinina (PHA)

Los indices de estimulacion obtenidos en cultivo de linfocitos T de pacientes
con LL en comparacion con los obtenidos en linfocitos T de sujetos sanos, en
presencia de PHA fueron menores significativamente con p<0.02 (figura 5).
En las figuras 6 y 7 respectivamente, se presenta el efecto que sobre la
proliferacion de linfocitos T de pacientes con LL ejercieron los agonistas de
CD28 y CD8O0 (anti-CD28 y anti-CD80). Observe que el coestimulo del anti-
CD28 normaliza la proliferacion de los linfocitos T de pacientes con LL. Sin
embargo la adicién del anti-CD80 no ejercié ningtin efecto significativo sobre
la proliferacion de linfocitos T de pacientes con LL.

FIGURA 5

&l 8
Respuesta proliferativa (I.E.) de células de LEJ -

pacientes LL y sujetos sanos estimulados con
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FIGURA 6

Respuesta proliferativa (LE) de células de pacientes LL
estimulados con PHA y PHA+ac. CD28

32,64+7.4

27,61+4.3

(X+EE)*
p

Indice de psdroliferacién

PHA PHA+acCD28

*X+EE = media + error estidndar
PHA = Fitohemaglutinina
ac. CD28 = anticuerpo monoclonal anti CD28

FIGURA 7

Respuesta proliferativa (LE) de células de pacientes LL
estimulados con PHA y PHA+ac, CDS0

L 27.6+4.3 27.945.
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ac. CD&0 = anticuerpo monoclonal anti CD80
PHA vs PHA ac.CD80: p = N:S.
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Estimulados con antigeno de Mycobacterium leprae:

La proliferacion de linfocitos T de pacientes con LL estimulados con antigeno de
Mycobacterium leprae fue significativamente menor que la presentada por los linfocitos T
de sujetos sanos ante el mismo estimulo (cuadro 4 y figura 8). En el mismo cuadro se puede
observar que la adicién de los anticuerpos anti-CD28 y anti-CD80, no ejercieron ningtin
efecto sobre la proliferacion de los linfocitos de pacientes con LL estimulados con
antigeno. (figura 9)

CUADRO 4

Proliferacién de linfocitos T de pacientes LL e individuos control estimulados con Ag y los
coestimulos CD28 y CD80

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4
I.LLAg (LE) LLag28 (L.LE) LLag80 (L.LE) Sag (L.E)
1.8 2.6 2 1.3

0.9 1.5 1.1 1.3

0.8 0.6 5.7 1

2s 0.3 1.2 2.5

0.7 1.2 1.5 2.5

1.5 0.6 1 2.5

4 2 2 3

1.2 5.6 5.5 4.9

2.4 2.2 L2 3

2 2 1 12

4 5 3 4

0.8 0.7 0.8 1

1 1 1 2

1 1 1 1

1 0.8 0.8 1

2 2 2 6

1 1 1 1.5

0.8 0.8 1 2

0.8 0.6 0.5 5

2 1 0.7 0.7

1.7 1.3 1.5 1

1 1 1 1

2 3 1 1

1 0.7 0.8 0.7

0.9 1.4 0.4 1.4

1 5 1.2 3

2 0.6 8 2

1 0.5 2 2

1 2 1
X=1,51034483 || X=1,65517241 [|X=1,78214286 | X=2.45862069
e.s. 0,1621 e.s. 0,26 e.s 0,3326 e.s.0,4269

BRI R

Prueba paramétrica t de student apareada de una cola. 1 vs 2N.S.; 1 vs 3N.S.; 1 vs 4 p<0.01; 2,3 vs 4 p< .01



GRAFICA 8

Proliferacion de linfocitos T de pacientes LL e individuos
sanos estimulados con Antigeno de Mycobacterium leprae
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LL

*X+EE = media + error estandar

LL = pacientes con lepra lepromatosa estimulados con Antigeno sonicado de Mycobacterium le
S = sujetos sanos estimulados con Antigeno sonicado de Mycobacterium leprae
LL vs S: p< 0.01

FIGURA 9

Respuesta proliferativa (I.E.) de células T de pacientes con
lepra lepromatosa estimulados con Ag de M. leprae y los
coestimulos CD28 y CD80
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Indice de proliferaciéon
(X+EE¥*)

Ag Ag+CD28  Ag+CD80

*X+EE = media + error estandar

Ag = Antigeno sonicado de Mycobacterium leprae
CD28 = Anticuerpo monoclonal anti CD28

CD80 = Anticuerpo monoclonal anti CD80

Ag vs Ag+CD28: p = N.S. <] ql
Ag vs Ag+CD80: p = N.S. '
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DISCUSION

Como se menciond en los antecedentes, los pacientes con lepra lepromatosa
presentan una imnunodeficiencia caracterizada una disminucién en la
proliferacion de los linfocitos T ante estimulos mitogénicos & antigénicos
(22,24)

Los resultados de nuestro estudio confirman estos datos, como se puede
observar en los cuadros (3 y 4) y gréaficas (5 y 8). Aunque los indices de
estimulacién de pacientes con LL, estimulados con PHA son significativamente
menores que los correspondientes de los linfocitos de los sujetos sanos, se
encuentran dentro de los limites normales bajos. Asi mismo, en pacientes con
LL observamos los pardmetros normales en la cuantificacién de las
subpoblaciones de linfocitos T respecto a las células CD4+ y CD8+ (cuadro 2).
Lo anterior probablemente se debe al tratamiento con dapsone
(2,4,diaminodifenisulfona). Segin estudios de nuestro laboratorio (memorias X
congreso Internacional de Lepra 1994), este medicamento utilizado en la

poliquimioterapia propuesta por la OMS, tiene un efecto inmunomodulador
(69).

La causa de la disminucién de la respuesta inmune celular en los pacientes con
LL se ha atribuido principalmente a la deficienciete sintesis y o liberacién de 1L.-
2 (22,30) y a defectos en las CPA (70). En ¢l presente trabajo se analizé la
presencia de las moléculas CD28 y CD80 y la respuesta_a los anticuerpos anti
CD289 y antiCD80, las cuales como sefialan estudios recientes estan
involucradas en la sintesis de IL-2 y en la activacion de linfocitos T con la
participacion de las CPA(73,74).

Respecto a la expresién de la molécula CD8( en los linfocitos B (CD19+) y en
los macréfagos (CD13+ ) activados de sangre periférica de pacientes con LL e
individuos sanos no se encontraron diferencias significativas (graficas [ y 2).

Ademas, la inactivacién de la molécula CD80 con el anticurpo anti-CD80 no
disminuyé el LE. de los linfocitos T de pacientes con LL bajo estimulacién
mitogénica o antigénica (grafica 9). Sin embargo, en los linfocitos T de sujetos
sanos, la adicién de esta misma molécula inhibié su proliferacion al estimular
con mitdgeno o antigeno (mediante bloqueo exdgeno de la seial
coestimulatoria). Debido a lo anterior se puede descartar que la falla reside no
tanto en la expresién (ya que la expresién tanto en macrdfagos como en
linfocitos B es igual que en los sujetos sanos) sino en la funcionalidad de la
molecula CD80, porque cuando se activa su ligando especifico CD28 en los
linfocitos T con anticuerpo anti CD28 (que suple la funcion de CDS80.), la
proliferaciéon de los linfocitos T de pacientes con LL. ante un estimulo
mitogénico, alcanza los niveles de LE. de los linfocites T de sujetos sanos sin

.
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que medie la presentacion del antigeno (tabla 2). Se plantea que la falla tal vez
pudiera deberse a una alteracién a nivel de la regién N-terminal MYPPPY de la
molécula CD8O que es el epitpoe mediante la cual interacciona con su ligando
especifico (75,76 ). y no el que reconoce el anticuerpo monoclonal anti CD80
con ¢l que se revel6 su presencia en la membrana de las células

En cuanto a la expresidon de la molécula CID28 en los linfocitos T (CD3+ ) en la
grafica (4) se observa una disminucién significativa de su expresion en los
pacientes con LL en comparacién con los sujetos sanos, lo que es de esperarse
tomando en cuenta que el nivel de expresion de CD28 se incrementa con la

activacion celular (42) y esta no se dd adecuadamente en los linfocitos de
pacientes LL.

En relacién a la funcionalidad de las moleculas CD28, como se menciond
anteriormente, se observa correccién de la falla en la sefial coestimulatoria bajo
el efecto del anticuerpo anti-CD28 sélo en el caso de estimulacién mitogénica
(no asi en el caso de la estimulacién antigénica, con Mycobacterium leprae lo
que confirma el reporte de (Salgame) sobre la especificidad de la anergia de las
clonas de linfocitos T de pacientes con LL tratados con poliquimioterapia.

Se desconoce el mecanismo por el cual se inicia esta anergia, pero se han
reportado alteraciones de los macréfagos tanto en ¢l mecanismo de presentacion
de antigenos (70 ), su degradacidon. Asi mismo una deficiencia en la activacion
de los linfocitos T (21,23).

Cabe mencionar que se han continuado los estudios respecto a la naturaleza del
antigeno y su relacién con la anergia (como lo ha reportado Islas 1993) (77). Se
ha tratado de establecer el papel real del macréfago en el desarrollo de la lepra, a
este respecto se han realizado estudio de las citocinas producidas por los
macrofagos, pricipalmente IL-1 y su antagonista natural IL.-1Ra (resultados
preliminares del laboratorio), que coinciden con los hallazgos reportados por
Ghiardian, E. (77), en la infeccién por Mycobactereium avium en ratones.
También coinciden con los datos de Krewzer (78) en los que propone que el
IL-1Ra, puede jugar un papel esencial en la regulacién de la activacién del
macrofago.

Por otro, continuamos realizando estudios en linfocitos T de pacientes con lepra
lepromatosa, con la finalidad de comprender un poco mds el mecanismo que
induce o inicia la anergia especifica. A este respecto estamos estudiando sefiales

de tranduccién como la proteina p21ras invelucrada también en la activacion y
proliferacion del finfocito T.



CONCLUSIONES.

1.-La expresion de las moléculas CD80 en los linfocitos B y macrofagos de
sangre periférica activados con PHA de pacientes con lepra lepromatosa no
presenta diferencias significativas con los de sujetos sanos.

2.- El porcentaje de linfocitos T CD28 + en sangre periférica de pacientes con
lepra lepromatosa es significativamente menor que el de los individuos sanos.

3.- Las subpoblaciones CD4+ y CD8+ de linfocitos T de pacientes con lepra

lepromatosa  son iguales cuantitativamente a las  subpoblaciones
correspondientes de los sujetos sanos.

4.- La proliferaciéon de linfocitos T de pacientes con lepra lepromatosa ante
estimulo antigénico de M. leprae y mitogénico de PHA es menor

significativamente que la que presentan los de sujetos sanos ante los mismos
estimulos.

5.- Los anticuerpos anti-CD80 no modificaron los bajos indices de estimulacion

en linfocitos T de pacientes con lepra lepromatosa bajo estimulo antigénico o
mitogénico.

6.- La adicion del anticuerpo anti-CD28 incrementé significativamente el L.E. de
los linfocitos T de pacientes con LL cuando se estimularon con mitégeno, sin
embargo no corrigio esta deficiencia proliferativa cuando se estimularon con el

antigeno especifico.
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