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INTRODUCCION



INTRODUCCION.

La lepra o enfermedad de Hansen, es una infeccién crénica

causada por Mycobacterium leprae, que afecta predominantemente

~al humano, aunque también se ha encontrado en armadillos

(Dasypus novemcinctus), chimpancés (Pan troglodytes) y monos

mangabey (Cercocebus atys) infectados naturalmente (1).
M. leprae pertenece al grupo de las micobacterias, éstas tienen
forma bacilar y no forman esporas, son aerobias y se tifien con
dificultad por ser 4dcido-alcohol resistentes, pero una vez tefiidas
resisten la decoloracién por los dcidos o por el alcohol. Su
resistencia a la tincién asi como su tendencia a formar una pelicula
en la superficie de medios acuosos es debido a su elevado
contenido de lipidos (2). Se ha demostrado en andlisis extensos
qﬁe la pared micobacteriana es altamente rica en macromoléculas
lipidicas; la estructura comiin en todas las micobacterias es sin
duda el PEPTIDOGLICANO. En M. leprae el peptidoglicano
contiene una sustitucién no usual de glicina por alanina en su
tetrapéptido (3,4). Esta sustitucién puede permitir alguna ventaja
en la patogenicidad, en cuanto a la resistencia del bacilo a la
degradacidn, lo que la distingue de otras micobacterias (5). M.
leprae es un pardsito intracelular obligado, descrito por Hansen en
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1874; que crece preferentemente a temperaturas menores de 37°C,
por lo que afecta aquellas regiones del organismo con bajas
temperaturas, como la piel, nervios periféricos superficiales y
mucosa nasal. El mecanismo mds aceptado de transmisién de la
lepra es aquel en el que el bacilo excretado de la nariz de un
paciente con enfermedad activa penetre a la mucosa nasal de otro
individuo (1,6). '
En 1990, la OMS estimé el nimero de pacientes con lepra entre
12 y 15 millones en todo el mundo, de los cuales solo estin
registrados entre 4 y 5 millones. De éstos cerca del 62% se
encuentran en Asia y un 34% en Africa, predominando en paises
subdesarrollados (7).
En México se calcula que pueden existir entre 50 y 100 mil
pacientes con lepra, aunque los registros hablan de 15 a 20 mil
casos, sin embargo la OMS recomienda multiplicar por 5 el
nimero de casos registrados (8).
La lepra existe en todo el pafs, aunque es predominante en tres
focos; el principal es el centro-occidental, que comprende los
estados de: Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacdn,
Guerrero, Guanajuato, Aguascalientes, Zacatecas, Durango,
Querétaro, Estado de México y el Distrito Federal.
El foco peninsular incluye a los estados de Yucatdn y Campeche;
el Nororiental, formado por los estados de Nuevo Leén y
Tamaulipas. En general se considera al pais como de mediana
endemia, con una prevalencia del 0.2x1000 (8).
El Estado de Jalisco ocupa el primer lugar en el pais con el mis
alto nimero absoluto de casos (3177 casos registrados); en el afio
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de 1991 present6 una prevalencia del 0.60x1000 por lo que se:
sitda en el quinto lugar después de Sinaloa, Colima, Nayarit y
Guanajuato (9).
La lepra presenta un amplio espectro de manifestaciones clinicas e
inmunolégicas las cuales se utilizan para su clasificacién, de
acuerdo a Ridley y Jopling: se definen dos tipos polares de
enfermedad llamados asi por ser clinicamente estables, éstos son
la lepra tuberculoide (TT) y la lepra lepromatosa (LL); los tipos
limitrofes que son muy inestables, forman un espectro continuo
entre los dos polos anteriores y son: la lepra limitrofe tuberculoide
(BT) y lalepra limitrofe lepromatosa (BL) (10).
La lepra lepromatosa (LL), forma anérgica mds extendida de la
enfermedad, desarrollada sélo por algunos pacientes en los cuales
el bacilo parece crecer sin ninguna restriccion; la gran
proliferacién de bacilos causa lesiones en la piel y ganglios
Hamados lepromas que estdn simétricamente distribuidos en todo
el organismo del individuo afectado. Esta forma de la lepra afecta
también los nervios periféricos y todos los érganos exceptuando
los del Sistema Nervioso Central (SNC). Las respuestas
inmunolégicas tanto humoral como celular estan alteradas. En lo
que respecta a la inmunidad humoral hay presencia de factor
reumatoide, proteina C reactiva, hipergamaglobulinemia,
complejos inmunes circulantes y falsas positivas a VDRL (11).
La respuesta inmune celular (RIC) se encuentra disminuida, no
hay respuesta a antigenos de M.leprae, y la respuesta
linfoproliferativa hacia diferentes mitGgenos es deficiente (12).
Estudios recientes han demostrado que las células T activadas de
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pacientes con LL no producen interleucina-2 (IL-2) suficiente lo
que influye en su deficiente capacidad proliferativa; se ha
observado también que al adicionar IL-2 a los cultivos de células
T de estos pﬁcien_tes la respuesta proliferativa se corrige
demostrando asf la presencia funcional del receptor a IL-2 (RIL-2)
en dichas células (13).
La activacién de células T juega un papel central en la iniciaciény
regulacion de la respuesta inmune. Esta activacién se inicia con la
interaccién entre el complejo TcR-CDj3 y el antigeno (Ag)
presentado por las células accesorias como los macréfagos, los
cuales sintetizan la citocina interleucina-1 (IL-1).
El complejo TcR-CD3 es un receptor para Ag localizado en la
superficie del linfocito T, que induce la sintesis de linfocinas
inmunorregulatorias y glicoproteinas de superficie celular como el
RIL-2 y el receptor a transferrina (RTf). La unién del Ag a este
complejo propicia el rompimiento (catalizado por la fosfolipasa C,
(PLC)) y resintesis del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP;)
presente en la membrana del linfocito T. Los productos finales de
su rompimiento son muy importantes para el desarrollo del ciclo
celular del linfocito T, éstos son: el inositol trifosfato (IP3) que’
moviliza calcio de los almacenes intracelulares y permite ademds
su entrada del medio extracelular, lo que incrementa las
concentraciones intracelulares del mismo (14,15,16). El otro
producto es el 1,2-diacilglicerol (DAG) que induce la traslocacién
de la proteina cinasa C (PKC) desde el citosol a la membrana
celular en donde se activa en presencia de fosfatidilserina y calcio.
Esta enzima fosforila algunas proteinas celulares que influyen en
5



la transcripcién de ciertos genes, entre ellos, el de la IL-2 y el del
RIL-2 (14,15,17,18). Después de la transcripcién del gene de IL-2,
ésta empieza a sintetizarse por el incremento de las
concentraciones intracelulares de calcio en el linfocito T,
incremento que estd determinado por la accién del inositol
trifosfato (IP3) que permite la entrada de calcio del medio

extracelular (ver figura 1).

Posible regulacion d
A pro(einagG

m Kinzasis dependiente
delCa.

|L.sz’p'f.f,2 Factor Nuclear

Figura 1. Activacién de células T ({omado de Male, D.
Advanced Immunology (1991)).
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Posteriormente ocurre la transcripcién del gene del RIL-2 y dicho
receptor es expresado por las células T. La union de TL-2 con su
receptor se dd al inicio de la fase Gy del ciclo celular de células T,
dicha unién genéra la expresién del RTf al final de la misma fase
G|. Enseguida la unién de la Tf con su receptor permite que las
. células T entren a la fase de sintesis, prosiguiendo G e iniciando
K asi la proliferacién. El complejo Tf-RTf toma el mando de la,

e

proliferacién al menos por una vuelta (19) (ver figura 2).

Estimulo

Q Activacion
- > E)iferenciacio’nl :

Expresidn RIL-2

Sintesis IL-2

Unioén IL2-RIL2

Expresién RTf
—0
Union Tf-RTf

I Proliferacién I

Figura 2. Ciclo celular del linfocito T (tomado de Salgado, A.
Manual de Geriatria (1992)).



La transferrrina (Tf), es una glicoproteina de ligamiento y
transporte de metales, con especificidad para hierro; se encuentra
en mamiferos superiores y transporta hierro de sitios de absorcién
y almacenaje a tejido celular, es un coestimulador de la
proliferaciéon de células T y activa la PKC en dichas células
(20,21,22). El sitio de mayor sintesis de Tf es el higado, otros
sitios donde también se sintetiza pero en menor cantidad son el
cerebro, el corazén, el bazo, el rifion, el misculo, el testiculo, la
gldndula mamaria y el timo, mientras que los niveles de sintesis
celular han sido reportados por un subgrupo de linfocitos T
activados, los CD4 o cooperadores y los macréfagos (20).
El receptor a transferrina (RTf) es un miembro de la clase de
receptores de transporte, ejemplificado como un receptor
lipoproteico de baja densidad que capta al ligando constituyendo
una endocitosis mediada por receptor (23).
Esta forma especial de endocitosis mediada por receptor, permite
la entrada de hierro a la célula a través de moléculas de Tf
cargadas de hierro que se unen fuertemente al reéeptor y son
endocitadas por vesiculas recubiertas de clatrinia estas vesiculas
se funden para formar un endosoma en el cual el pH baja por
impulso de un protén, lo que da como‘ resultado la liberacién de
hierro de la molécula de Tf la cual sigue fuertemente unida a su
receptor. El complejo receptor-transferrina es segregado en una
vesicula separada; la cual regresa el complejo a la membrana
celular probablemente después de atravesar el aparato de Golgi
(20, 21). Ahi la Tf se disocia de su receptor, debido al pH neutro
que favorece esta disociacién. El receptor libre queda sobre la
8



superficie celular disponible para otro ciclo de endocitosis
mediada por receptor, la Tf es transportada por la sangre a un sitio
donde 2 iones férricos se le readicionan para el siguiente ciclo (21)
y el hierro es ‘transferido por mecanismos desconocidos a la
mitocondria para incorporarse a las hierro-proteinas o a la ferritina
(multisubunidad proteica que sirve como almacenadora de hierro)
(20).
Se han realizado estudios sobre la concentracién de Tf en suero de
pacientes con LL para saber si este factor se encuentra relacionado
con la falla que presentan las células T de estos pacientes para
proliferar adecuadamente, comparandolos con la concentracién de
Tf en suero de individuos sanos. Los resultados no mostraron
diferencia significativa entre los dos grupos; por lo que se
concluyé que la deficiencia inmunoldgica de dichos pacientes
parece no estar relacionada con la sintesis de Tf (Fafutis y cols.
comunicacién personal).
En células T en repbso, el gene para el receptor a Tf estd
aparentemente "apagado” por lo que no se expresa dentro de
condiciones normales o si hay ausencia de hierro; después de un
estfmulo mitogénico, las células T son reprogramadas dentro del
ciclo celular, lo que implica la sintesis del receptor a Tf (24 ).
Se ha observado que concentraciones éptimas del mitdgeno
fitohemaglutinina (PHA), inducen en células T humanas una
buena respuesta proliferativa, incrementan el Cat+ citosdlico,
propician la expresion del receptor a IL-2, la produccién de IL-2
y la sintesis del receptor a Tf. Asi mismo utilizando bajas
concentraciones de PHA y al adicionar IL-2 a los cultivos de
9



células T se reconstituye la respuesta proliferativa y la expresién

del receptor a IL-2. La expresi6n de receptores a Tf estd modulada

principalmente por el nivel de hierro intracelular (25).

El nimero de receptores a Tf en la superficie celular, es el

principal factor que determina la tasa de captura de hierro y se

correlaciona con los requerimientos celulares de hierro, como

consecuencia los receptores a Tf son expresados abundantemente

en células proliferantes (23).

Experimentos realizados con diferentes inductores de sefiales en
linfocitos T humanos han aportado un camino independiente de

IL-2, al demostrar la acumulacién temprana de]l RNAm del RTf en

células T estimuladas con una combinacién de 12,13-dibutirato

(PDB)/ionomicina; el RNAm del RTf fué detectado 1 hora

después de la estimulacién alcanzando su méxima expresién 6hrs

después, la IL-2 3hrs después y el RIL-2 entre las 24 y 48hrs

después de la estimulacién lo que demuestra que no fué necesaria

la interaccién de la IL-2 con su receptor para la expresion del RTf

(26).

También en otros estudios se ha observado que un anticuerpo

monoclonal (Acxﬁ) dirigidé aun Aepitope del reéeptor aTfes cépaz“ ‘
de provocar la proliferacién de células T y la secrecién de IL-2 en
presencia de ésteres de forbol; lo que representa una ruta diferente
para la activacién de células T (27).

En estudios recientes del ciclo celular de células T de individuos
sanos y de factores que contribuyen para su progresion, irnhibicién

o alteracion, se ha encontrado lo siguiente: .
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1. La expresién y/o alta regulacién de algunos genes de activacién
temprana que participan en la progresién del ciclo celular de
células T, demostraron que la expresién del gene c-myc y su
proteina es cbnstante durante todo el ciclo; la proteina c-myc es
requerida para que las células T pasen de la fase Gy a la fase S

y la presencia del gene c-myc para la transicién de S a Go/M
(28).

2. En presencia de super antigenos bacterianos las células T
proliferan y expresan un incremento en €l RTf, en RIL-2 yen
el antigeno de histocompatibilidad (29).

3. El interferén beta (IFN-B), en concentraciones mayores o
iguales a 10U/ml inhibe la proliferacién de células periféricas
mononucleares (PBMC), asi como la expresion de el RIL-2, de
el RTf y de CD; (30).

4. El factor de crecimiento transformante beta 1 (TGFBI),
homodimero de 25 KDa es producido por monocitos y
linfocitos T y B éste posee propiedades inmuno-regulatorias
potentes, entre ellas: inhibe la progresion del ciclo celular de
células T por una regulacion baja de las seiiales de proliferacién
mediadas por el RIL-2 o por la IL-2 (31).

5. Un subgrupo de linfocitos T cooperadores reportado como
células T anérgicas, mediadoras de supresidn, que poseen
efectos inmuno-regulatorios sobre otras células T, compiten por

’ 1



la especificidad para las células presentadoras de antigeno
(APCs) y por la produccién de IL-2 local con las células T
respondedoras (que son inhibidas); lo que impide que el ciclo

de células T se realice en forma adecuada (32).

En cuanto a la falta de respuesta de los linfocitos T de pacientes
con LL se han reportado algunas alteraciones en el sistema inmune

de éstos pacientes que podrian ser la causa de dicha anergia :

1. Los macréfagos (MQ) alteran su metabolismo debido a una
gran carga bacilar causando disminucién en la expresién de
algunas moléculas de membrana como: a) los receptores para el
Fc de inmunoglubulinas (FcR) (que evita la fagocitosis por
opsonizacién) y b) las moléculas DR (que afecta el
reconocimiento de antigenos micobacterianos por el linfocito T
evitando la respuesta anti-M.leprae), por lo que realiza una
presentacion incorrecta de antigenos, provocando una respuesta

inadecuada de los linfocitos T (8,11).

2. Las células T citotéxicas poseen la capacidad de destruir
macréfagos infectados; lo que representaria una baja en el
nimero de macréfagos funcionales, provocando un desbalance

en el individuo, que se expresa al final como anergia (8,33).

3. Las células T supresoras liberan interleucina-4 (IL-4); la 1L-4
es un mediador de supresion, de acuerdo al modelo de células
Th-1y Th-2 (33).

12



4. La anergia de los linfocitos T estd relacionada con la falla en la
produccién de IL-2 (requerida para inducir y regular la
respuesta prbliferativa), la deficiencia de interferén gamma
(IFNg) (que provoca la incapacidad funcional de macréfagos) y
con un posible exceso de la capacidad supresora de los
linfocitos (12,13,33).

En base a lo anterior,” y teniendo en cuenta que la respuesta
inmune depende de la realizacién adecuada del ciclo celular del
linfocito T, nuestro grupo de trabajo se ha interesado en estudiar
en los pacientes con LL, los eventos que tienen lugar en cada una
de las etapas (Go, Gy, S, G) de dicho ciclo, para conocer las
causas que originan la deficiencia inmunoldgica en éstos.

Habiendo encontrado baja produccién de IL-2, expresion
adecuada del RIL-2, y niveles normales de Tf y hierro en estos
pacientes, lo siguiente es conocer la expresion de receptores a Tf,

para lo cual se realizé el presente trabajo.
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HIPOTESIS.

Los linfocitos T activados de pacientes con lepra lepromatosa
expresan receptores a transferrina, independientemente de su

falla en la produccién de IL-2.
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OBJETIVO.

Objetivo :
Identificar la expresion de receptores a transferrina en linfocitos T

activados de pacientes con lepra lepromatosa, mediante la técnica

de citofluorometria de flujo.
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MATERIAL Y METODOS.

SUJETOS DE ESTUDIO.- Se estudiaron 12 pacientes con lepra
lepromatosa (LL), diagnosticados de acuerdo al criterio
internacional de Ridley y Joplin (10). Todos con baciloscopia
positiva. El grupo testigo constdé de 12 sujetos sanos no
relacionados con los enfermos, apareados en sexo y edad 5 afios.

PREPARACION DE LAS CELULAS MONONUCLEARES PARA
EL CULTIVO DE LINFOCITOS.- Se obtuvo sangre periférica
(heparinazada) de cada svujeto, por puncién venosa. La sangre se
proces6 mediante gradientes de densidad en Ficoll-Hypaque por la
técnica de Boyiim, (34) se obtuvo el anillo celular rico en
mononucleares, el cual sé lavé en solucion salina de Hank's
(HBSS). Estas células se resuspendieron en medio de cultivo
RPMI 1640 (Sigma Chem. Co., St. Louis, MO.) suplementado con
suerb fetal de ternera (SFT) inactivado, glutamina 2mM, piruvato
de sodio 1mM, aminoécidos no esenciales 0.1mM, Hepes 10mM,
2-Mercaptoetanol 5x 10> M, 100U/ml de penicilina y 100ug/ml de
estreptomicina y finalmente se ajustaron a una concentracion de 1

millon de células por ml.
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ENSAYO DE PROLIFERACION DE LINFOCITOS.- Las células
se cultivaron en 2 condiciones: a) Sin estimulo, b) Bajo estimulo
mitogénico con fitohemaglutinina(PHA) 10ug/ml; ambos grupos
de células se incubaron en cajas de cultivo (Falcon Tissue
Cultures) con medio RPMI 1640 durante 48h en atmésfera
himeda, con 5% de CO2 y 95% de aire, a 37°C.

Al término de la incubacién se pulsaron con timidina tritiada (1u
Ci) 3 pozos (triplicado) de cada condicién y a las 24h se
cosecharon para medir incorporacién de timidina tritiada en un
contador de radiaciones beta (Packard).

Los datos sobre proliferacién se obtuvieron en cuentas por minuto
(cpm) y la proliferacién se analiz6 en base a los indices de

estimulacion (I.E.) obtenidos a partir de la siguiente férmula :

cpm estimulado

indice de estimulacién= -
cpm no estimulado

La prueba de t de student para muestras pareadas que se aplicé a

los indices de estimulacién, permitié conocer la diferencia entre

los grupos de estudio.

DETECCION DEL RECEPTOR A TRANSFERRINA MEDIANTE
CITOFLUOROMETRIA DE FLUJO.- Transcurrido el tiempo de
incubaciéon ambos grupos de células (a y b), se recuperaron
mediante -centrifugacién, el botén resultante fué resuspendido en
0.1 ml de medio de cultivo RPMI 1640, se adicionaron 10 ul del
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anticuerpo  monoclonal, anti-receptor a Tf marcado con
isotiocianato de fluoresceina (FITC-Conjugated DAKO-CD7I,
Ber-T9), mediante el cual se reveld la presencia de receptores para
Tf, las células se incubaron por 30 min. a 40C, después de la
incubacién las células se lavaron dos veces con solucién
amortiguadora de fosfatos, y se fijaron con 0.5ml de solucién de
paraformaldehido.

Las células se leyeron en un citofluorémetro de flujo (EPICS V
COULTER ELECTRONICS), se obtuvo el porcentaje de células
(+), de aquéllas que expresaron el Ac. monoclonal CD71, tanto en

las células sin estimulo como en las células estimuladas.
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RESULTADOS.

El LE. de los linfocitos T de pacientes con LL fué muy bajo
(X = 12.75+3.19), comparado con el LE. de estimulacién de los
linfocitos T de individuos sanos (Xsanos=28.66+5.67), con una
diferencia significativa de (p<0.002) cuando se estimularon con

PHA (tabla 1).

La expresidén de receptores a Tf en los linfocitos T de pacientes
con LL fué muy baja (X;;=16.27+2.44), comparada con la de los
linfocitos T de individuos sanos (Xsinos=44.25+5.41)
observandose diferencia significativa de (p<0.00001{) (tabla 2);
para la obtencion de estos datos se aplicé la prueba paramétrica t

de student.
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TABLA 1. Respuesta de linfocitos T de individuos sanos
y pacientes con LL a PHA.

704
| JSANOS ' |
mLL

60

504

40

L.E
304
204
10
0

1 2 3 4 5 6
CASOS
X savos = 28.6615.67 Xu=12:75£3.19
p (0.002

Comparacion de fos LE. de linfocifos T de
individuos sanos y pacientes con LL estimulados

con 10ug/mi de PHA.
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TABLA 2. Porcentaje de linfocitos T activados con PHA que
expresan RTf.

80-

M A ] CISANOS A

80 mLL T

50 ﬂ |
% 40 —

304 ]

204

i
P
7 8

1 2 3 4 5 6 9 10 11 12
CASOS
X swos =44.25+5.41 X =16275%+2.44
p ( 0.00001

Medicion del RTf mediante el anticuerpo
monoclonal anti-CD71, 72h después de Ila
estimulacion con 10ug/m! de PHA.



DISCUSION



DISCUSION.

El indice de vestimulacién (LE.) observado en los linfocitos T de
pacientes con LL fué muy bajb en comparacion con el LE. de los
linfocitos T de individuos sanos, €sto permitid confirmar su
deficiente proliferacion celular, reportada ya en otros trabajos
(12).
La expresion del RTf es determinante en la proliferacién de
células T, ya que la unién de dicho receptor con la Tf permite que
las células T entren en la fase de sintesis, pasen a G2 y dé inicio la
proliferacién (19). En base a lo anterior se planteé que la
deficiencia proliferativa de los linfocitos T de pacientes con LL
podia estar relacionada también con la expresidn de este receptor;
para comprobarlo se realizé este trabajo . "
Las pruebas de citofluorometria de flujo para la deteccién de RTf,
mostraron que los linfocitos T de pacientes con LL expresan un
porcentaje muy bajo de receptores a Tf en comparacién con los
linfocitos T de sujetos sanos, por lo cual la diferencia entre ambos
grupos de trabajo resulté significativa en el andlisis estadistibo.
Estos datos sugieren que los linfocitos T de pacientes con LL
siguen la ruta de proliferacién dependiente de IL-2 , en donde la
27



baja produccién y/o liberacién de dicha interleucina, provoca una
respuesta proliferativa deficiente, y en este caso también influye-
en la baja expresién del RTf, ya que esta expresién es el resultado
de la unién de la IL-2 con su receptor, por lo tanto si los niveles de
IL-2 no son adecuados los procesos celulares que dependen de ella
también se alteran, atin cuando exista una expresion adecuada del
RIL-2 y de que los niveles de Tf sérica sean normales (12,13).

La ruta de proliferacién alterna e independiente de IL-2 que
proponen Kumagai y su grupo (26) es interesante debido a que
ellos plantean que en ésta, no se requiere de IL-2 y RIL-2 para que
G progrese a S, sino que directamente Tf-RTf hacen que G pase
a S; para abordarla serfa necesario realizar un trabajo que
permitiera conocer si los linfocitos T de los pacientes
lepromatosos pueden seguir dicha ruta y expresar receptores a Tf

adecuadamente.

fyovel 2

0.
19,1:
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CONCLUSIONES.

1) El LE. de los linfocitos T de pacientes con LL  fué
significativamente menor respecto al LE. de los linfocitos T de
individuos ‘sanos, lo que confirmé su deficiencia para

proliferar .

2) Los linfocitos T de pacientes con LL expresan receptores a Tf
en menor porcentaje que los linfocitos T de individuos sanos,

cuando son activados con PHA.

3) La baja expresién de receptores a Tf en los linfocitos T de
pacientes con LL aunado a la falla en la produccién y/o
liberacién de IL-2, son factores ‘que influyen en la deficiente

respuesta proliferativa de estos pacientes.
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