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RESUMEN

El uso de técnicas que permitan comprender la relacidn entre un pardsito y el huésped es
fundamental. En lepra, el tipo de respuesta inmune del huésped determina la forma clinica de
la enfermedad. En este trabajo se implementaron técnicas de inmunotincion sencilla y doble para
analizar las subpoblaciones celulares y la produccién de IL-6. Se estandarizaron las condiciones
para analizar las células T CD4+ y CD8+, asi como la expresion de CD28 y CD73 sobre estas
2 subpoblaciones en la sangre periférica y en lesiones de piel de pacientes con lepra. También
se estudid la produccion in situ de IL-6 y el fenotipo de las células productoras. Los resultados
de inmunotincién en sangre periférica no presentan diferencias significativas con los valores
reportados en la literatura por citomeiria de flujo, con excepcidén de la subpoblacidn
CD4+CD28+ (74.9% vs. 98.9%, p<0.025). Por otro lado, la inmunotincién con anti-IL6 en
lesiones de piel de jos pacientes con lepra demostré que la I1L-6 es producida in situ a Jo largo
del espectro clinico de la lepra. Ademas, los granulomas de la lepra lepromatosa (LL) exhibieron
un ndimero substancial de células 116+ (44.8 + 21.5 %), mientras que los granulomas de la
lepra tuberculoide (TT) poseen un nimero significativamente menor de células IL6+ (12.8 +
10.5) en comparacion 2 los LL (p<0.055. El porcentaje de células IL6+ en reacciones de
Mitsuda es muy similar al encontrado en los granulomas TT. Por otro lado, el eritema nodoso
leproso (ENL) tuvo un mayor mimero de células IL6+ (71.2 + 24.2%), si bién esta diferencia
no fué significativa en comparacion a las lesiones LL inactivas. La inmunotincién doble en los
granulomas indica que tanto céjulas T CD4+ como CD8-+ y monocitos CD14+ contribuyen
en la produccion in situ de IL-6. Sin embargo, el nimero de células CD8+1L6+ parece ser
mayor en las lesiones LL (21,2 + 5.3 %) en comparacién a las lesiones TT (3.1 + 1.6 %).
Este estudio indica que la inmunotincion sencilla y doble es ttil en la caracterizacién de
subpoblaciones celulares en diversos tejidos. Las posibles reacciones cruzadas de la doble
inmunotincién pueden eliminarse y determinarse por la introduccién de controles negativos. Las
diferencias numéricas que existen entre nuestros resultados y aquellos reportados en la literatura

reflejan diferencias en la metedologia empleada y a factores de error propias de la técnica.
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ORGANIZACION DEL SISTEMA INMUNE

El sistema inmune de los vertebrados consiste de una serie de 6rganos v tejidos distribuidos por
todo el cuerpo. Las células del sistema inmune, los leucocitos, circulan a través de los vasos
sanguineos y vasos linfaticos y algunos residen en los érganos linfoides periféricos, tal como el
bazo, ganglios linfiticos, amigdalas, sinuscides, placas de Peyer de 1a mucosa intestinal, etc. Los
leucocitos constituyen una familia heterogénea de células e incluyen los linfocitos T y B,
monocitos, neutréfilos, eosindfilos y baséfilos; cada uno de ellos emplea estrategias distintas en
la eliminacién de substancias y microrganismos extrafios. La inmunidad o resistencia a |
microrganismos estd mediada por los mecanismos de inmunidad innata o no especifica y los
mecanismos de inmunidad adoptiva o especifica. La inmunidad innata incluyen aquellos
mecanismos de defensa de primera linea con los que los microrganisinos se enfrenta en forma
inmediata, tal como fagocitosis, actividad de asesinas naturales (NK), lisis mediada por

complemento, secrecion de proteinas de fase aguda, produccidn de interferones y citocinas, etc

(1).
INMUNIDAD INNATA

Los fagocitos se dividen en dos tipos basicos: monocitos v granulocitos polimorfonucieares,
ambos tienen la capacidad de endocitar cuerpos extrafios y destruirlos intracelularmente por
mecanismos oxidativos y no-oxidativos. Los monocitos circulantes en sangre pueden salir de los
vasos sanguineos y residir en tejidos donde se diferencian en macrofagos con capacidad de
inducir respuestas inflamatorias ¢ inmunes. Los granulocitos se diferencian en células cebadas
residentes en diversos tejidos. Las células NK o asesinas naturales pueden lisar células tumorales
y células propias anormales. Su funcion de lisis es natural y espontinea y constituye un
mecanismo importante en el control del crecimiento de tumores. La Inmunidad innata estd
presente desde el nacimiento del individuo, mientras que la inmunidad adoptiva se adquiere a
través de la maduracién del sistema inmune y se basa en el reconocimiento de antigeno (Ag) a
través de receptores especificos localizados sobre la membrana de Jos linfocitos B y los linfocitos
T ().



INMUNIDAD ADOPTIVA O ESPECIFICA

Cuando un microrganismo logra evadir los mecanismos de inmunidad inespecifica, se enfrenta
con mecanismos altamente especificos y complejos que requieren de una serie de interacciones
celulares y secrecién de mediadores. Su desarrollo requiere de una serie de etapas, iniciadas
por el proceso de fagocitosis del microorganismo por el macrdéfago, el cual los destruye
intracelularmente y procesa el Ag para subsecuentemente presentarlo en forma de péptidos en
asociacion con las moléculias del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH). La presentacion
del Ag a los receptores en linfocitos junto con la presemtacién o secrecién de moléculas
accesorias coestimulantes inducen la activacion de los linfocitos T y B. La activacion de un
linfocito puede culminar en la expresién de diversas funciones efectoras o de regulaciéon o bién
puede resultar en un estado de anergia o tolerancia. La respuesta inmune adoptiva se clasifica
en Inmunidad Celular, la cual es mediada por los linfocitos T, mientras que la Inmunidad
Humoral es mediada por los linfocitos B cuya funcién es la secrecidn de anticuerpos (Ac) o
inmunoglobulinas (Ig) (1). Estas respuestas inmunes son Ag-especificas y poseen las siguientes

caracteristicas:

a) Inducibilidad. La respuesta inmune adoptiva es inducida por la presencia de Ag en el
organismo. La mmunidad especifica contra un virus aparece en un individuo cuando éste es
infectado por dicho virus y el sistema inmune tiene oportunidad de reconocer los Ag’s gue
forman parte de su estructura. Solamente la exposicion a dicho virus geperard inmunidad

especifica hacia él.

b) Especificidad. El sistema inmune es capaz de reconocer millones de Ag’s distintos a través
de clonas distintas de linfocitos, en las que cada clona expresa un receptor de Ag distinto al
presente en cada otra. Esto requiere de juego de genes diversos para la regién variable del
.receptor de Ag y rearreglados por cada clona. Esto proporciona la base molecular que la

respuesta inmune sea altamente especifica.

¢) Regulacion. La respuesta inmune esta finamente regulada en cuanto al tipo y magnitud de la
respuesta, de tal forma que bajo condiciones normales, no existen respuestas inmunes excesivas

que perjudiquen los tejidos. Esta homeostasis es proporcionada por linfocitos que proporcionan
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seDales positivas tal como la funcién de ayuda y sefiales negativas tal como la funcién de

supresion de las respuestas inmunes.

d) Memoria. Después de una interaccién primaria con el Ag, algunas clonas de linfocitos que
han sido sensibilizadas por el Ag son capaces de responder en exposiciones subsecuentes al
mismo Ag, pero en una forma mds rapida y vigorosa (respuesta inmune secundaria o
anamnésica). Estas células T y B se denominan células de memoria y son responsables de la

resistencia o inmunidad contra un agente infeccioso.

La caracterizaciéon detallada de los distintos tipos de leucocitos y subclases de linfocitos ha sido
posible mediante el andlisis de marcadores de superficie que identifican subpoblaciones con
funciones distintivas. A continuacién se describe la clasificacién moderna de las células del
sistemna inmune en base al empleo de anticuerpos monoclonales (AcMo) que identifican antigenos

de superficie.
MARCADORES DE SUPERFICIE

A lo largo de la diferenciacién celular y en etapas terminales de maduracion, los linfocitos
expresan sobre su membrana plasmatica multiples glicoproteinas que sirven de "marca" para
distinguir ciertas etapas de diferenciacidn o activacién celular, asi como para distinguir
subpoblaciones celulares con funciones tinicas. Estos marcadores constituyen asi, caracteristicas
propias de linajes celulares y se emplean para distinguir subpoblaciones particulares en una
mezcla heterogénea de células (2). La inmensa mayoria de estos marcadores son identificados
mediante AcMo’s especificos que reconocen la molécula de superficie. La aparicién de una
multitud de marcadores de superficie en los dltimos 10 afios, ha hecho necesario clasificarlos de
una manera ordenada para facilitar su estudio. El sistema de clasificacidn "CD" (cluster of
differentiation = grupo de diferenciacion) incluye los diversos marcadores enumerados conforme
se van descubriendo: CD1, CD2, etc., y se derivan del analisis computarizado de anticuerpos
monoclonales dirigido contra antigenos de superficie de leucocitos humanos (2}. A continuacién
se enlistan los distintos marcadores CD hasta ahora descritos, su peso molecular, distribucion

celular y su funcidn:



Tabla 1.

Algunas caracteristicas de los antigenos CD de superficie de células

CDla
CDib
CDilc
CD2
CD3
CDh4
CD5
CD6
CD7
CDs§
CD9

CD10
CDl1a

CD11b
CDlic
CDhw]2
CD13
CD14
CD15
CD16

CD17

PM
49

45

43

50
2026
60

67
120
40

32
24

100
180

160

150

150
55
50-180

50-60

humanas.

DISTRIBUCION

Timocitos y células

de Langerhans
Timocitos

Timocitos

Células T

Células T

Células T de ayuda

y subpobl. de monocitos
Células T y subpobl. B
Células T

Células T

Células T citotdxicas y
Supresoras

Células pre-B, monocitos
y plaguetas

Células pre-B

leucocitos

Monocitos y
granulocitos
Monocitos y
granulocitos

Monocitos y PMN
Granulocitos y
monocitos
Monocitos,
(granulocitos)
Granulocitos y
monocitos
Granulocitos,
(macrofagos)
Granulocitos,
mMonocitos,
plaquetas

IDENTIDAD/FUNCION

Receptor de eritrocitos de carnero
Parte del complejo de RCT
Reconocimiento inmune restringi-
do por clase II del CMH

Receptor Fc de IgM ?
Reconocimiento inmune restringi-
do por clase I del CMH

Cadena o del LFA-1

(molécula de adhesion)

Cadena o del receptor

del complemento CR3

Cadena o del pl50,95 (receptor
de complemento, molécula de
adhesion)

Hapteno carbohidrate

Receptor Fc de baja afinidad



CD18

CD19
CD20

CD21

CD22
CD23

CD24
CD25

CD26
CD27
CD28
CD29
CD30
€Dsl

CDw32
CD33
CD34

CD35

CD36
Cha7
CD38

CD39

CD40
CD41
CD42A
CD42B
CD43
CD44
CD45

95

95
35

140

135
45

3841
55

120
35
44
130
105
140

40
67
115

220

S0
4G-52
45

70-100

50
120,100
23
130,25
95
80-95
180-220

Leucocitos

Células B
Células B,
Céiulas dendriticas
Células B,
Células dendriticas
Células B
Células B activadas

Células B, PMN,
Células T activadas,
células B y macréfagos
Células T

Células T y plasméticas
Subpobl. de céluias T
Leucocitos y plaguetas
Células T y B activadas
Plaguetas, monocitos,
PMN, subpobl. de
células T y NK
Monocitos, granulocitos,
plaquetas y c¢élulas B
Precursores de granuio-
citos y monocitos
Precursores de granulo-
citQs ¥ monocitos
Células B, eritrocitos,
granulocitos, células
dendriticas, T, plasmaticas
Plaquetas y monocitos
Células B

Células plasmaticas,
células T

Macrofagos y

células B

Células B

Plaquetas

Plaquetas

Plaquetas

Leucocitos

Leucocitos

Leucocitos

Cadena § de] LFA-1, CR3 y
pl50,95

Receptor CR2 del complemento

Receptor IgE (baja afinidad)

" Receptor de 1L-2 (polipéptido de

baja afinidad); cadena o
Dipeptidilpeptidasa IV

Integrina 81

Glicoproteina Ila’

Receptor Fc

Receptor del complemento (CR1)

Glicoproteina I'V; receptor de malaria

GplIIB/Illa

Gp IX

Gplb

Leucosialina

Receptor del acido hialurénico

Antigeno comun de leucocitos
(CALLA)



CD45RA
CD45RB
CD45RO
CD46
CD47

CD48
CD49a-f

CD50
CD51

CDw52
CD53
CD54

CD55
CD56
CD57

CD58
CDs9

CDw60

CD61
CDe62
CD63
CDo64
CDw65
CD66
CD67
CD68
CD69

CDw70
CD71
CD72

220
190-220
180
66/56

47-52

170-130

125423

. 32-40

90

70
135-220
CHO

40-65
18-20

CHO

110

140

53

75

CHO
180-200
100

110
34/28

95
42/39

Mayoria de c€lulas T,
B, y NK

Mayoria de células T,
B, y NK

Células T activadas/de
memorja

Leucocitos y
plaquetas

Leucocitos y
plaquetas

Leucocitos

Leucocitos y
plaquetas

Leucocitos

Leucocitos y plaquetas

Leucocitos

Leucocitos

Linfocitos activados y
macrofagos
Leucocitos

Subpoblaciones

de células T y NK
Subpoblaciones

de células T y NK
Leucocitos

Leucocitos y
plaquetas

Subpobl. de células T,
plaquetas

Plaquetas

Plaguetas activadas
Plaquetas activadas
Monocitos

PMN, monocitos
PMN

PMN
Manocttos/macrafagos
Plaquetas, linfocitos
activados

Células T y B activadas
Células en proliferacién
Células B

Fosfatasa
Fosfatasa
Fosfatasa

Proteina cofactor de
membrana

a-1-6 integrina
(6 variantes)

Subunidad « del receptor de
fibronectina

Ligando del CD11a/18
(ICAM-1)
Factor de creciente de la

aceleracion
N-CAM

Ligando del CD2 (LFA-3)

Ganglidsido GD3

§-3 integrina

GMP-140

gP suin

Receptor Fe de IgG tipo I
Fucoganglidsido

Receptor de transferrina
Ligando del CD5



CD73 69 . Células B y subpobl. de Ecto-5’-nucleotidasa

células T
CD74 41/33 Células B y monocitos Cadena invariable
CDw75 53 Células B y subpobl. de

células T
CD76 85/67 Células B y subpobl. de

células T
CD77 CHO Células B activadas Globotriaosilceramida
CDw78 Células B

LINFOCITOS T

Las células T deben su nombre a que en su proceso de maduracién requieren de una estancia
en el timo, un érgano linfoepitelial, en el cual los timocitos adquieren su receptor de Ag y
aprenden a discriminar entre lo propio y lo no-propio. Funcionalmente, los linfocitos T pueden

clasificarse en células citotoxicas, de aynda y supresoras (1).

a) Células T citotéxicas. Son células con capacidad de lisar células malignas, infectadas por
virus o células de trasplante (aloantigenos) a través del reconocimiento especifico de Ag en un
contacto célula-célula y la polarizacion y liberacién de grinulos que contienen perforinas que
inducen daiic a la membrana de la célula blanco. Las células citotoxicas expresan CD3 y CD§

y su funcidn esta restringida por las moléculas clase I del CMH (3).

b) Células T de ayuda. Las células T CD4+ incluyen células con funcién de ayuda a linfocitos
B vy a otros miembros de las células T encargados de la inmunidad celular {4). Algunos reportes
indican la existencia de células T CD4+ con funcidn citotéxica, induccidén de supresion, etc.
Estudios rectentes con clonas de células T clasifican a las células T de ayuda en 2 tipos: Thl y
Th2 (5). Las células Thl regulan la inmunidad mediada por células, mientras que las células Th2
regulan la produccion de Ig”s por las células B. Las células Thl secretan en forma caracteristica
IL-2, Interferén-y y Factor de Necrosis Tumoral-g (TNF-8), mientras que las células Th2

secretan IL-4, I1.-5, IL-6, IL-10, mientras que po secretan Jas citocinas Thl.

¢) Células T supresoras. Son células con capacidad de inhibir la proliferacion y sintesis de

mediadores biologicos (Ig”s y citocinas) de otras células. Estas células expresan sobre su



superficie los marcadores CD3 y CD8, ademés del heterodimero o/f y estin restringidas por
las moléculas clase II del CMH (6). La activacién de células T supresoras es un mecanismo
fisioldgico que impide la sintesis inagotable de anticuerpos y citocinas que podria provocar dario

a tejidos.

Las células T no solamente son heterogéneas en cuanto a sus funciones, sino también €n cuanto
a la expresion de moléculas de superficie. En este sentido, las células T se clasifican en células
T que expresan el receptor tipo 2 para Ag de células T (RCT-2), constifuido por el heterodimero
o/ y en células T que exhiben el receptor. de Ag de células T tipo 1 (RCT-1) formado por el
heterodimero +/8 (7). Aproximadamente un 95% de las células T de la sangre periférica
expresan el RCT-2 y solo un 5% de ellas exhiben el RCT-1. Las céiulas CD3-+RCT-1+ no
expresan CD4 ni CD8 y circulan en bajo n@mero en la sangre, pero se hospedan
preferencialmente en el epitelio superficial de la epidenmis y las mucosas y se conocen como
linfocitos intra-epiteliales (IEL) (8). La identificacion de las células RCT-1+ o RCT-2+ puede
realizarse mediante el empleo de AcMo’s que reconocen a algunos de los polipéptidos del RCT-1
0 RCT-2. Ademés el RCT se asocia a un complejo CD3 formado por 5 proteinas (v, 6, €, {'¥
n) que sirven de via de transduccidn de sefiales (9). Practicamente todas las células T presentan
el marcador CD3 y pueden identificarse por anticuerpo monoclonal anti-CD3 (2). De manera
similar, todas las células T presentan €l marcador CD2, el cual constituye el receptor para los

eritrocitos de carnero y funciona como una via de transduccion de sefiales.

Las células T con RCT-2 se clasifican en cétulas CD4+ vy células CD8+: Las células CD4+
poseen funcién de ayuda (Th), mientras que las células CD8+ exhiben funcién
citotéxica/supresora (Tc/s) (1). Las células T CD4 4 reconocen los antigenos en asociacion con
las moléculas clase II de] CMH, mientras que las células CD8+ los reconocen en el contexto
de Ias moléculas clase I del CMH (10). Ambas subpoblaciones expresan los marcadores CD2
y CD3. Dentro de las células T CD4+ pueden distinguirse:

1. Células de ayuda/memoria. Son células que han sido previamente sensibilizadas por Ag
(células de memoria), proliferan in vifro en respuesta a Ag soluble y proporcionan ayuda a las
células B activadas en la produccion de Ig”s. Estas células son identificadas por el fenotipo
CD4+CD29+ o CD4+CD45RO+ mediante AcMo’s especificos (11).
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2. Las células no senbilizadas por Ag. Son células que no proliferan en respuesta a Ag soluble
y no proporcionan ayuda a célufas B, y parecen funcionar como inductoras de supresién. Estas
células se reconocen por el fenotipo CD4+CD45RA 4 (4).

Las células T CD8+ contienen células con funcidn citotdxica, supresora y contrasupresora. Las
células CD8+CD28+ poseen funcion citotdxica, mientras que las células CD8+CD28- gjercen
funcién supresora (12). La reactividad con la lectina Vicia villosa identifican a las células CD8 +
con funcién comtrasupresora, Las células T CD8+ pueden definirse en subpoblaciones con
funciones especificas, tales como las células CD8+CD11b+ reconocen Ag”s asociado con el
MHC y producen IL-2. Un estudio reciente con ratones indica que las células T CD8+ parecen
dividirse también en tipo 1 (citotéxicas) y tfpo 2 (supresoras), las primeras son CD45RA + y no
secretan IL-10, mientras que las supresoras son CD45RA- y secretan 1L-10 (13). Algunas células
CD3 +TCR-1 + del epitelio mucoso intersticial también expresan el CD8 y quiza representan una

poblacidn citotdxica primitiva que opera en los sitios de entrada de microrganismo.

LINFOCITOS B

Los precursores de las células B se encuentran en Ja Bolsa de Fabricio de las aves y en la
médula 6sea de los mamiferos adultos. Los linfocitos B poseen Ig’s de superficie capaz de
reconocer Ag y que una vez activados se diferencian en células plasmaticas productoras de Ac’s
(1). Estas glicoproteinas estin constituidas por 5 clases distintas (IgG, IgM, IgA, IgD e IgE) vy
poseen actividad de Ac, es decir pueden umirse al Ag que indujo su formacién y asi lo
neutralizan o facilitan su eliminacién. La deteccion de la IgM de superficie con Ac anti-p fue
por muchos afios una técnica para identificar a la mayoria de los linfocitos B (1). Otras
moléculas de superficie de las células B incluyen las moléculas clase I1 del CMH, receptores del
complemento, receptores para 1gG, asi como los marcadores CD19, CD20 y CD22 (2). La

expresion de algunos de estos marcadores depende de su etapa de diferenciacidn o activacidn.
CELULAS PRESENTADORAS DE ANTIGENO

Las células presentadoras de antigeno (CPA) son una poblacion heterogeénea de leucocitos que

incluyen monocitos/macrofagos, células dendriticas, linfocitos B, ete, (1). La presentacion de
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Ag no requiere necesariamente que sea una célula fagocitica, pero requiere que exprese sobre
su membrana Ias moléculas del CMH. Algunas células expresan las moléculas del CMH en
forma constitutiva, mientras que en otras células su expresion puede inducirse mediante la
exposicion a citocinas, tales como interferén-y para inducir la expresién de las moléculas clase
I o el TNF-o para la expresién de las moléculas clase I. Las CPA’s se encuentran
principalmente en piel, ganglios linfiticos, bazo y timo. La piel es un 6rgano inmune, capaz de
inducir respuestas inmunes ¢ inflarnatorias. En la piel, las CPA estan constituidas por las c€lulas
de Langerhans de la epidermis. Estas células pueden movilizarse y migrar por los vasos
linfaticos aferentes hacia la paracorteza de los ganglios linfaticos drenantes y aqui interdigitarse
con algunas células T. Esto proporciona un eficiente sistema de presentacion de Ag’s llevados
desde la piel hasta los ganglios linfaticos drenantes, Las CPA’s, ademas de presentar el Ag,
exhiben moléculas que funcionan como adhesinas o coestimulantes y son capaces de secretar
diversas citocinas (1).

CITOCINAS

Las citocinas, interleucinas, interferones o factores estimuladores de colonias son polipéptidos
glicosilados que se producen durante las reacciones inmunes e inflamatorias y actian en una
forma inespecifica de Ag. Estas moléculas producen efectos bioldgicos profundos sobre el mismo
tipo de células que las produjo (mecanismo autdcrino} o sobre células diferentes a las
productoras (mecanismo paricrino) a bajas concentraciones y actian como mediadores
bioquimicos para enviar mensajes de activacion y regulacién en forma local o sistémica (1). Las
citocinas actuan sobre las células a nivel de receptores especificos de membrana. Las citocinas
pueden actuar sobre ¢l sistema hematopoyético para atraer células al sitio de inflamacion, inducir
proliferacién celular, 1a expresidn de moléculas de superficie y la secrecién de mediadores o
bien, inhibir Ia proliferacién y funcién. Por otro lado, las citocinas pueden actuar fuera del
sistema hematopoyético para inductr fiebre, secrecion de proteinas de fase aguda, angiogénesis,
fibrosis, sintesis de proteinas de la matriz intercelular, protedlisis del misculo, catabolismo del
hueso, etc. (1). La determinacién de la produccion de citocinas por células individuales o en
tejidos sanos o patoldgicos puede realizarse mediante el empleo de AcMo’s especificos en
técnicas de inmunofluorescencia o inmunotincion. Estas metodologias pueden aplicarse a células

en suspension o fijas en alghn tejido.
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CD28 y CD73

La molécula CD28 es una glicoproteina hdmodimérica de 44 kDa unida por puentes disulfuro
que pertenece a la superfamilia de genes de las Ig”s y exhibe carga por la sialisacién de la
fraccion variable (14,15). Las células que la expresan pueden ser identificadas mediante varios
anticuerpos monoclonales contra esta molécula que reconocen el mismo epitope. El CD28 se
expresa sobre el 80% de las células T de sangre periférica humana (16), mientras que las células
B (CD19+) y células NK (CD16+) no lo expresan. La diferente densidad de expresion del
CD28 sobre las células T CD4+ permite clasificarlas en dos subpoblaciones funcionalmente -
distintas (17). Por otro lado, las células CD8+ son divididas en 2 subpoblaciones CD28+ y
CD28- en una proporcién aproximadamente similar y con funciones distintivas in vitro (8).
Algunos estudios indican que las células con citotoxicidad restringida por el MHC esta contenida
dentro de la subpoblaciéon CD84-CD28+ (15) y que las células CD8+CD28- son responsables
de la supresién de la produccién de Ig’s inducida por el mitdgeno de Pokeweed (MPW) (18} y
en las respuestas inmunes inducidas por aloantigeno (19). Sin embargo, existen reportes
contradictorios, ya que las céfulas T CD28- (CD11b+CDg8" et} (12,15) tienen funcién
citotéxica sin activacion in vifro y de una fnanerﬁ independiente de 1a molécula B7, el ligando
natural de CD28 (20). Por otro lado, existen células CD28+ y CD28- dentro de los linfocitos
T con RCT ~/6 (21), pero el papel de] CD28 en esta subclase de c¢élulas no ha sido determinado.
El CD73 es un marcador de superficie celular correspondiente a la enzima ecto-5'-NT) y esta
se localiza en |2 membrana plasmatica externa de subpoblaciones de linfocitos T y B (22). Esta
enzima cataliza la desfosforilacién de ribo- y desoxiribonucledsidos monofosfato purinicos y
pirimidinicos a sus correspondientes ribo y desoxiribonucledsidos (23) y su expresion puede
determinarse ya sea por ensayos enzimdticos o mediante un AcMo definido como CD73.
Aproximadamente el 25% de las células T (24) y el 70% de las B (25) expresan actividad de
ecto-5’-NT. De la fraccién no-T solo las células B expresan la ecto-3-NT (26). Esta enzima es
considerada como un marcador de maduracion de linfocitos T y B ya que las células T
periféricas de adulto tienen 10 veces mas actividad de 5'-NT gue los timocitos (27) y las células
B de sangre periférica de adultos 5 a 6 veces mas que las del cordon umbilical (25,28). Ademas,
las c€lulas productoras de 1g’s en respuesta al MPW son del fenotipo ecto-5’-NT+ (29) y la
sintesis in vitro de 1gG en respuesta a MPW o al virus de Epstein-Barr (VEB) esta restringida

por subpoblaciones de células B ecto-5'-NT+, mientras que [a sintesis de IgM se lieva acabo
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por las células B ecto-5°-NT-. Dentro de las células T, las células CD8+ poseen una mayor
actividad de ecto-5’-nucleotidasa en comparacién con las célula CD4+ (24). Las células ecto-5°-
NT+ pueden definirse como CD73+ por inmunotincién con al AcMo CD73. De esta manera,
las células T CD8+ expresan 2.5 veces mas que las CD4+. Ademds, el marcador CD11b define
una subpoblacidn celular reciproca al CD73; ya que las células CD73- son CD11b+ y viceversa.
Las células CD4-CD11b- tienen una actividad alta de ecto-53°-NT y son precursoras de las células
T citotOxicas mientras que las células CD4-CD11b+ son ecto-5'-NT- y ejercen funcién
supresora (30). La actividad de ecto-5’-NT esta disminuida en diversas inmunodeficiencias
(26,31-33) v el SIDA (34). La actividad disminuida de la ecto-5’-NT en pacientes con
hipogammaglobulinemia parece reflejar un estado inmaduro de las células B (35,36), mientras
que en otras enfermedades podria reflejar una alteracién en la proporcién de subpoblaciones de
células T. Por ejemplo, en los pacientes con hipogammaglobulinemia, ambas células T CD4+
y CD8+ muestran niveles reducidos de ecto-5’-NT. El hecho de que los pacientes con
hipogammaglobulinemia presentan actividad baja de ecto-5’-NT sobre las células T y estas
ejerzan una supresién aumentada in vifre sugiere que esta enzima sea util como marcador de
subpoblaciones. El mimero disminuido de células CD73+ correlacicna con una actividad
enzimitica reducida en pacientes con inmunodeficiencias (24). Los estudios de pacientes con
inmunodeficiencia variable comin (IVC), asi como las de infantes normales recién nacidos
indican que sus células B poseen baja actividad de ecto-5’-NT y una una pobre capacidad de
sintetizar IgGG en respuesta a MPW o VEB (37).

SUBPOBLACIONES CELULARES EN ALGUNAS ENFERMEDADES

La determinacién de subpoblaciones celulares en procesos infecciosos nos permite analizar los
mecanismos de resistencia y susceptibilidad y su fisiopatogenia. De esta manera, en el SIDA se
observa que las células T CD4+ de sangre periférica disminuyen progresivamente en nimero,
lo cual correlaciona con un deterioro progresivo del sistema inmune (38), mientras que los
linfocitos CD8+ estdn numéricamente normales o incluso aumentados. Sin embargo, existe
evidencia de que fas células CD8+ tienen un fenotipo alterado en cuanto a expresion de CD73
y otros marcadores (34). Se ha reportado aumentos transitorios de los linfocitos CD&+ en la
mononucleosis infecciosa causada por algunos herpesvirus: citomegalovirus (CMV) o VEB (39),

La lepra es una enfermedad cronica causada por el patogeno intracelular Mycobacterium leprae
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el cual se replica dentro de los macrofagos y las células de Schwann. Existe amplia evidencia
que’la inmunidad celular juega un papel central en la resistencia contra esta enfermedad (40).
L2 infeccién con M. leprae forma un espectro clinico que se correlaciona com el tipo de
respuesta inmune (41). En un polo del espectro clinico, los pacientes LI exhiben multiples
lesiones multibacilares en la piel y una anergia inmmune celular in vivo e in vitro hacia los Ag's
de M. leprae, lo cual contrasta con una produccidn alta de Ig’s (42,43). En el otro polo del
espectro, los pacientes TT presentan pocas lesiones en la piel con pocos bacilos, pero presentan
una vigorosa respuesta inmune celular a los Ag’s de M. leprae (42,43). El anilisis
inmunohistoldgico de las lesiones de lepra indican que las células CD4 + predominan en niimero
en comparacidén con las células CD8+ en los granulomas TT; mientras que las células CD&+
estin aumentadas en proporcién en los granulomas LI (44). Ademads, las lesiones TT presentan
un predominio de células CD4+CD29+ y exhiben un mayor nimero de células CD8+CD28+
(citotc'))-(icas) que CD8+CD28- (45). Por otro lado, las lesiones LL presentan un mayor niimero
de células CD84-CD28- (supresoras) que de CD84-CD28+ (45). La generacién de clonas
CD3+,CD8+ con RCT «/f derivadas de lesiones LL indican que estas ejercen funcion
supresora in vitro a Ag’s de M. leprae sobre clonas CD4+ con restriccién a moléculas clase 11

del CMH (6). En contraste, las clonas CD4 -+ derivadas de lesiones TT proliferan in vitro en

respuesta a M., leprae (6,46).
INTERLEUCINA-6 (IL-6)

Esta glicoproteina induce y regula las respuestas inmunes, de fase aguda, hematopoyesis etc,
(47,48). Inicialmente fue conocida como interferon-G2 (IFN-52) (49), factor 2 estimulador de
células B ((BSF-2) (50), proteina de 26 Kda (51), factor de crecimiento de
hibridoma/plasmacitoma (HPGF o IL-HP1) (52), factor estimulante de hepatocito (HSF) (53) e
inductor de granulocitos y monocitos tipo 2 (MGI-2) (54), demostréndose posteriormente que
se trataba de la misma molécula (55). La IL-6 es una citocina pleiotrépica producida por una
variedad de células y que actiia sobre un amplio rango de tejidos. La IL-6 esta involucrada en
la induccién de la diferenciacion de células B, la induccion de la expresion de IL-2 y e] receptor
de IL-2 (IL-2R) sobre células T, proliferacion y diferenciacién de células T, incremento en la
actividad NK, induccién de proteinas de fase aguda en el hepatocito, induce el crecimiento de

células de mieloma/plasmacitoma/hibridoma, inhibicién del crecimiento de ciertas lineas
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celulares leucémicas de mieloma e induccitn de su diferenciacién a macréfagos, aumento de la
formacién de colonias multipotenciales inducidas por IL-3 e induccién de la maduracién de
megacariocitos a un factor trombopoyético, induccién del crecimiento de células mesangiales,
induccién de la diferenciacién neural de células PC12 e inducciéon del crecimiento de
queratinocitos (47,48,56). La observacién de la produccién anormal de IL-6 se ha relacionado
con la patogénesis de varias enfermedades; por ejemplo: activacion policlonal de células B con
produccion de auto-anticuerpos en pacientes con mixoma cardiaco (57), enfermedades

autoinmunes, neoplasia de células plasmaticas y glomerulonefritis (46,58,59).
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OBJETIVOS

Estandarizar y emplear técnicas de inmunotincién enzimitica que permitan la identificacion de
poblaciones y subpoblaciones celulares en base a2 marcadores de superficie, asi como productos
solubles (interieucinas) de las células que regulan el sistema inmune e identificar las células que

los producen.

Evaluar las técnicas de inmunotincidn en el estudio de fa inmunopatologia de 1a lepra por medio
de la caracterizacion y enumeracion de subpoblaciones celulares en sangre periférica y en

lesiones de piel.

JUSTIFICACION

Este trabajo esta disefado para identificar subpoblaciones celulares y proteinas de secrecion de
algunas c¢lulas del sistema inmune de una manera especifica, sensible, confiable y relativamente
baja en su costo. Esta metodologia es nueva en esta Facultad y su estandarizacién permitird
aumentar la capacidad de investigacién en el drea de Inmunologia y en otras dreas donde su
aplicacion resulte conveniente. El desarrolio de estas técnicas puede Ilevarse a cabo en un
laboratorio estindar sin necesidad de contar con una gran infraestructura y equipo costoso y sin

tener que contar con personal técnico altamente especializado.
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MATERIAL
Y
METODOS



Pacientes e individuos sanos. El diagnoéstico de lepra se hizo de acuerdo a la clasificacién de
Ridiey & Joplin (40) y los pacientes fueron vistos en la Clinica A de la Secretaria de Salud de
Ledn, Gto. por el Dr. Rito Garcia Aguayo. Para los estudios de biopsia se incluyeron 8
pacientes con lepra lepromatosa (L), 3 con lepra tuberculoide (TT), 4 con eritema nodoso
leproso (ENL) y 3 individucs sanos con reaccién de Mitsuda. Para los estudios de sangre
periférica se incluyeron 2 pacientes LL, 2 TT y 18 individuos sanos. La reaccion de Mitsuda
se indujo mediante la inoculacién iniradérmica de lepromina derivada de armadiilo, (0.1 ml de
una suspensién de 40x10° bacilos/ml) y se tomé la biopsia a los 21 dias. Esta reaccién se
considerd positiva cuando la induracién fue no menor de 5 mm de didmetro. La biopsia de piel
se obtuvo limpiando con una torunda con alcohol el drea de la lesién y por la inoculacién de 0.5
a 1 ml de xilocaina al 2% (Astra Chemicals, S.A.) como anestésico local. Inmediatamente se
tomé la biopsia baciendo girar un biopsiador desechable de 5 mm de didmetro (Acuderm Inc.,
Lawderle, Florida). El fragmento de piel asi obtenido se congeld dentro de un criovial en un
tanque de nitrégeno liquido (-180° C). Para los estudios de sangre periférica se obtuvo un
volumen de 10/20 ml por puncién venosa en jeringas con heparina (10-20 U/ml) y procesada

inmediatamente en las 4 h subsecuentes a su obtencién.

Aislamiento de las células mononucleares (CMN) de sangre periférica. Las CMN se
obtuvieron mediante una dilucién 1:2 de la sangre completa con buffer salino de fosfatos (BSF)
¥ una centrifugacion en gradientes de Histopaque (SIGMA Chemicals, Co., St. Louis, Missouri)
en tubos conicos de poliestireno de 15 ml (Falcon, Becton Dickinson, New Jersey). La sangre
diluida (7-10 ml) se estratificé con 3 ml de Histopaque y se centrifugd a 1,300 rpm durante 390
minutos. Al final de la centrifugacién, se colectaron las células de la interfase Histopaque-plasma
con ayuda de una pipeta Pasteur y se lavaron con BSF (1,500 rpm x 15 min). Se repitieron los
lavados 2 veces mas con BSF a 1,300 rpm X 10 min). Después del ultimo lavado, el paquete
de células se resuspendieron en BSF suplementado con 2% de suero bovino fetal y se ajusto la
concentracién a 10x10%ml después de una cuenta en hematocitémetro de las células diluidas en

solucién de azul tripdn al 2%.

Obtencién de preparaciones de citocentrifuga. Se colocaron de 15 a 20 ul de una suspensién
de célufas (10x10%mi) en la parte central de portaobjetos, los cuales se centrifugaron a < 1,000

rpm durante 40 s. Las células adheridas al vidrio se guardaron en portalaminillas de plastico
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selladas con papel aluminio con etiqueta y se conservaron a -70°C hasta su estudio.

Cortes finos de biopsias en microtomo/criostato. El criostato/microtomo debe estar a una
temperatura de -20°C con la cuchilla adentro (la temperatura Gptima varia de acuerdo al tejido
a examinar). Después la biopsia se extrae del tanque de nitrégeno liquido y se coloca sobre la
platina del criostato en la cual previamente se ha colocado unas gotas de agua destilada, una vez
congelada, se afiade mas agua destilada sobre el tejido a fin de cubrirlo completamente y formar
un cubo de hielo. El 4ngulo del tejido con la navaja debe ser aproximadamente de 15°; un mayor
o menor dngulo resulta en cortes enrollados. A continuacion se procede a realizar los cortes
accionando la manjja hasta acercarse al bloque del tejido congelado. Conforme la navaja alcanza
el tejido aparecen los cortes delgados de piél. Debe ponerse atencidn al espesor de las secciones
y este se debe fijar a 4 pum. Se colocan de 4 a 5 cortes por laminilla, las cuales deben estar
limpias (con alcohol). Las laminillas se almacenan a -70°C en portalaminillas de pléstico

recubiertas de papel aluminio y debidamente etiquetadas hasta su andlisis.

Tincién sencilla de inmunoperoxidasa. Se hicieron cortes congelados de 4 p de grosor de las
biopsias de piel en un microtomo/criostato (Tissue-Tek). Las secciones de tejido o las
preparaciones de citocentrifuga fueron descongeladas y secadas totalmente al aire, enseguida se
fijaron en acetona fria por 6 a 10 min. Después de permitir la evaporacién de la acetona por
secado al aire, se rehidrataron en BSF durante 10 min., y se bloquearon sitios inespecificos de
unién mediante una incubacién en suero blogueador (suero normal de caballo) por 30 min. A
continuacién se realizd la inmunotincidon con anticuerpos monoclonales especificos contra
distintos antigenos de superficie y anti-l1L-6 de acuerdo a una técnica previamente descrita
(44.,45). Los anticuerpos primarios (IgG de ratén) incluveron el anti- CD4, CD§, CD28 y CD73
y en algunos experimentos se incluyeron anti- CD14 y CD19. Las laminillas se incubaron
durante 1 h con las diluciones de los AcMo’s que se indican en la seccidn de resultados. Después
de lavarse con BSF, las células positivas para cada marcador se revelaron con el sistema
avidina/bjotina (kit Elite ABC Vectastain, Vector Laboratories, Inc., Burlingame, Cal.). Para
esto, se incubd por 30 min. con anticuerpo biotinilado de caballo anti-IgG de ratén (se
recomienda que el suero blogucador sea de la especie anumal del anticuerpo biotinilado).
Después de lavarse una vez mas, se afadidé el complejo preformado de avidina-biotina-

peroxidasa y se incubd por 30 min. Enseguida se lavaron las laminillas con BSF y se afiadi6 el
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substrato de la peroxidasa: peréxido de drogeno y 3-aminoetilcarbazol (AEC) disuelto en
formamida y se incubd a temperatura ambiente por 2-4 min. Esta reaccién enzimdtica produce
un precipitado de color rojo en las células positivas para el anticuerpo primario utilizado. El
control negativo incluye todos los reactivos de inmunoperoxidasa excepto el anticuerpo primario.
Después de lavar las laminillas con agua de la llave, se contratifieron con hematoxilina de
Mayer, lo cual hizo evidentes las células negativas. Esta tincién actia a nivel del ADN
obteniéndose una célula azul en su ndcleo y transparente en su citoplasma en el caso de que
fuera negativa, mientras que una célula positiva se observa de color rojo en el citoplasma con
nicleo azul, Para una mejor apreciacion de las células se utiliz6 un medio de montaje
gelatina-glicerina obteniéndose una mejor resolucion de los campos. El porcentaje de células
positivas se determind mediante el anilisis al microscopio por dos observadores independientes

y se evaluaron alrededor de 1,000 células en distintos campos.

Inmunotincion de 2 colores. La inmunotincién doble es una modificacion de la tincidn sencilla
del kit ABC de peroxidasa, seguida por el desarrollo de un 2° color mediante el uso del kit de
avidina-biotina-glucosa oxidasa o el de avidina-biotina-fosfatasa alcalina (Vectastain kit, Vector
Laboratories, Burlingame, Cal.). El sistema de avidina-biotina-giucosa oxidasa emplea como
substrato el nitroazul de tetrazolio y resulta en la formacidn de un precipitado de color violeta.
Por otro lado, el uso del sistema de avidina-biotina-fosfatasa alcalina resulta en la formacién de
un producto insoluble de color azu!l claro. La inmunotincidn para IL-6 en las lesiones de piel se
realizéd con ¢l sistema peroxidasa (rojo). Después de lavar las laminillas, se afladié suero
bloqueador por 10 min. de nueve y después se afiadié una dilucién dptima de los anticuerpos
contra CD4, CD§, o CD14 y se incubd por 1 h. Después de lavarse, las células fueron
secuencialmente incubadas por 30 min. con anticuerpo biotinilado anti-I[gG de ratén. Después
las células fueron incubadas con el complejo avidina-biotina-fosfatasa alcalina. Las células IL-6+
fueron de color rojo, mientras que las células positivas para los Ag’s CD tuvieron color azul
claro en su citoplasma. Las células dobles positivas manifestaron ambos colores. En algunos
experimentos, las células IL-6 positivas fueron reveladas mediante el sistema
avidina-biotina-glucosa oxidasa y 1os antiéenos CD se hicieron evidentes con el sistema de
peroxidasa. En esle caso, las células dobles positivas poseen los colores violeta y rojo en forma
simultdnea. Las laminillas de inmunotincién doble no se contratifieron y el porcentaje de células

dobles positivas se relacionaron tanto al nimero total de CMN, como al nimero de células
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positivas al 1¥ marcador. En las preparaciones de citocentrifuga, los antigenos CD4 y CDS8
fueron revelados con el sistema ABC de inmunoperoxidasa seguido de inmunotincion del CD28
0 CD73 con el sistema ABC de fosfatasa alcalina. Las células dobles positivas exhibieron ambos
colores (rojo y azul claro) y debido a que no se contratifieron, su porcentaje se relaciond al
nimero total de células que poseen color rojo (CD4+ o CD8+). Los controles negativos de la
inmmnotincién doble incluyeron upa laminilla con todos los reactivos excepto el primero y
segundo anticuerpo primario y esto siempre resulto en ausencia de color para las dos enzimas
empleadas. El segundo control es importante para descartar una posible reaccidn cruzada entre
los reactivos de la 2a tincidn con los reactivos de la 1a tincién. Este control incluye la adicidn
de todos los reactivos de la la y 2a reaccidn, con excepcidn del anticuerpo primario que define
al 2° Ag. En este caso, se observd desarrolio de color para el 1*° Ag y después de afiadir todos
ios reactivos del 2° Ag.con excepcion del anticuerpo primario, resulté en una ausencia de color
para el 2° Ag. Esto es importante debido a que los 2 Ac’s primarios son del isotipo IgG de raton
y los 2 anticuerpos biotinilados estdn dirigidos contra IgG de ratén. La ausencia de desarrollo
de color para el 2° Ag descarta una reactividad cruzada del 2° Ac biotinilado con el 1* Ac
primario. Es decir, este control resulto tinicamente en células con color para la primera reaccién
y negativas para el segundo color. En el caso de la inmunotincion doble no se utilizd
contratincién ya que los valores que se desea obtener son los de las células que presentan el
marcador hacia el que va dirigido el Ac primario y aquellas que manifiestan de manera
simultanea tanto la molécula a la que va dirigido el Ac primario como la otra molécula a la que
va dirigido el Ac primario d¢ la segunda tincién. Por lo tanto, las células son lo bastante

evidentes al expresar uno o dos colores.
Anadlisis estadistico. Se calculd la media y la Desviacion Estindar (D.E.) para cada grupo. A

fin de determinar si las diferencias entre los grupos estudiados tienen significancia estadistica,

se empled la prueba t de Student.
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RESULTADOS



A. Estandarizacion de la técnica de inmunotincion sencilla y doble.

Como primer paso, determinamos la dilucién dptima de varios anticuerpos monoclonales
para realizar técnicas de inmunotincién en secciones de piel y en CMN de sangre periférica. En
la Tabla 2 se enlistan los anticuerpos empleados, el isotipo y la dilucién que did los mejores

resultados empleando ¢l sistema ABC de peroxidasa (Ver Material y Métodos).

TABLA 2.

Anticuerpos monoclonales empleados en inmunotincién

dilucién diluciéon Célula
Ag. Ac. Mo. Isotipo . biopsias CMN identificada
CD4 ILeu3a+b  1gGl 1:75 1:25 T ayuda
CD8 Leu2a IgG1 1;75 1:100 T supresor/citotdxico
CD14 LeuM3 I1gG2b 1:100 1:100 monocitos/macréfagos
CD28 9.3 IgG2a 1:500 1:100 Subpoblacion
CD73 7G2 1gG 1:500 1:100 Subpoblacion

IL-6 BSF2-166 IgGl  40-80 pg/ml N.D.

N.D. = no determinado

En la figura 1 se esquematiza el proceso de inmunotincion sencilla que utiliza el sistema ABC-
peroxidasa para la deteccién de células CD4+, CD8+, CD28+, CD73+ e IL-6+ en CMN y
en lesiones de piel. En la figura 2 y 3 se esquematiza la inmunotincion doble que emplea el
sistema ABC-peroxidasa y ABC-fosfatasa alcalina (0 ABC-glucosa oxidasa), asi como el control

negativo necesario para descartar la posible reaccion cruzada entre jos reactivos de la 12 y 2°
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inmunotincion. En la figura 4A se puede observar el patrén tipico de la inmunotincién sencilla
de células CD4+ en CMN de un paciente TT. En la Figura 4B se observa la inmunotincién
doble para CD4 y CD8 donde se observan 3 células sencillas CD4 + y una célula sencilla CD8+
y ausencia de células dobles positivas; esta laminilla sirve como un control adicional para
descartar la reaccién cruzada entre los 2 sistemas. En contraste, en la Fig. 4C se muestran 2
¢€lulas dobles positivas CD4+CD28+ en’forma simultinea y 3 células sencillas CD28+ de
color azul. La inmunotincidn doble fue mucho mas dificil de estandarizar que la sencilla, por
ser una técnica mds compleja. Ademads, la inmunotincion de las biopsias de piel representd una
mayor dificultad en comparacidn a la de las CMN. Sin embargo, la tincién inespecifica de fondo
(béckground) que en algunas ocasiones puede desarrollarse en la coligena de la piel pudo
eliminarse optimizandose la concentracién del Ac primario, por un lavado extensivo después de
la incubacidén del anticuerpo (Ac) primario (este es el mas importantes para eliminar tincién
inespecifica) y en ajustar rigurosamente el tiempo de exposicion al substrato. Un exceso de Ac.
monoclonal primario o un lavado ineficiente del mismo puede en muchas ocasiones explicar el
desarrollo de tincion inespecifica, Igualmente, los tiempos prolongados con el substrato resultan

en tincidén inespecifica.

La Fig 4D muestra un control negativo de inmunotincidn sencilla en una lesién TT contratefiida
con Hematoxilina de Mayer destacdndose células negativas con nicleo azul y una colagena sin
color de fondo. Las Figs 4E y 4F representan el patron tipico de tincién para células sencillas
CD4+ y CD8+, respectivamente, en una lesion TT. Cabe destacar la mayor proporcion de
células CD4+ distribuidas al azar a lo largo del granuloma, en comparacion a las células
CD8+, las cuales parecen limitarse a la periferia del granuloma TT. Estos hallazgos confirman
lo reportado por Modlin y cols (44). A fin de probar que la 2* tincién es especifica y que no
es el resultado de una reaccion cruzada del 2° anticuerpo biotinilado con el 1% Ac primario o
del complejo ABC-fosfatasa alcalina con el Ac biotinilado de Ja 1% reaccidén, se incluyd el
control (esquematizado en la Fig. 3) ¥ que se ilustra en la Fig. 4G. En este control cabe destacar
la presencia de células sencillas rojas CD4+ y la ausencia de color azul de la 2* tincidn con
fosfatasa alcalina. Las Figs. 4H y 41 representan un ejemplo de tincién doble para células
CD4+CD28+ y CD4+CD73+, respectivamente en una lesion TT. En estas figuras puede
observarse la presencia de células dobles positivas con un color més oscuro y de células sencillas

rojas o azules. En el anilisis por el microscopio, se contaron las células en cada campo de una
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Fig 4A. Inmunotincién sencilla con anti-CD4 (inmunoperoxidasa) en una preparacioén de CMN
de un paciente TT. Se observan 4 céiulas CD4+ fuertemente tefiidas de color rojo ¥ 3 células
negativas con micleo azul. Contratincién con hematoxtlina de Mayer; objetivo 100x.

Fig 4B. Inmunotincién doble con anti-CD4 (inmunoperoxidasa) y anti-CD8 (fosfatasa alcalina)
en una preparacion de CMN de un paciente TT. Las 4 células CD4+ exhiben precipitado de
color rojo y la célula CD8+ de color azul. No aparecen células dobles positivas. Sin
contratincién; objetivo 100x.

Fig 4C. Inmunotincién deble con anti-CD4 (inmunoperoxidasa) y anti-CD28 (fosfatasa alcalina)
de una preparacion de CMN de un paciente TT. Se observan 2 células CD4 +CD28+ con ambos
colores y 3 células CD4-CD28+ sencillas de color azul. Sin contratincion; objetivo 100x. -

Fig 4D. Control negativo’ de una lesién de piel TT. Se afiadieron todos los reactivos de
inmunoperoxidasa excepto el AcMo. Contratincién con hematoxilina de Mayer; objetivo 40x.

Fig 4E. Inmunotincién sencilla con anti-CD4 (inmunoperoxidasa) de una lesién de piel de un
paciente TT. Se aprecia la gran cantidad de células CD4+ que infiltran la dermis y estan
distribuidas a lo largo del granuloma. Contratineidn con hematoxilina de Mayer; objetivo 40x.

Fig 4F. Imunotincién sencilla con anti-CD8 (inmunoperoxidasa) de una lesién de piel de un
paciente TT. Se puede distinguir €l arreglo que tienen las células CD8+ distribuidas en la
periferia de] granuloma. Contratincidén con hematoxilina de Mayer; objetivo 40x.

Tig 4G. Control negativo de inmunotincion doble con anti-CD4 (inmunoperoxidasa) y sin AcMo
primario para la segunda inmunotincién (fosfatasa alcalina) en una lesién de piel de un paciente
TT. Se observan numerosas células CD4 + con citoplasma rojo y no es evidente el color azul.
Este control negativo se esquematiza en la Fig 3 y descarta la posibilidad de una reaccién
cruzada. Sin contratincion; objetivo 40x.

Fig 4H. Inmunotincion doble con anti-CD4 {inmunoperoxidasa) y anti-CD28 (fosfatasa alcalina)
en un gramuloma de piel de un paciente TT. Pueden observarse células CD4+ sencillas en color
rojo, células CD28 + sencillas en color azul y células CD4+4+CD284 con los 2 colores. Sin
contratincién; objetivo 40x.

Fig 41. Inmunotincién doble con anti-CD4 (inmunoperoxidasa) y anti-CD73 (fosfatasa alcalina)
enun granuloma TT. Se observan células CD4 + sencillas rojas, células CD73 + sencillas azules
y células CD4+4+CD73+ con los 2 colores. Sin contratincidn; objetivo 40x.

Fig 4). Tincion de Ziehl Neelsen en una lesién de piel LL. Se observan numerosos bacilos de
color rojo intenso dentro de los macrofagos demostrando la forma multibacilar de la enfermedad.

Fig 4K. Inmunotincién sencilla con anti-IL6 (Inmunoperoxidasa) en un granuloma de piel de un
paciente I.L. sin tratamiento. Se observa el gran ndmero de células IL6+ de color rojo
distribuidas a lo largo del granuloma. Contratincién con hematoxilina de Mayer; objetivo 40x.

Fig 4L.. Inmunotincidn doble con anti-CD8 (inmunoperoxidasa) y anti-IL6 (glucosa oxidasa) en
una lesién de piel de un paciente LL sin iratamiento. Se observan diversas células con ambos
colores. Sin contratincion; objetivo 100x.
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por una mediante el objetivo de inmersion (100x), tanto en las tinciones sencillas como en las
dobles en las preparaciones de CMN de sangre periférica y en las de biopsia de piel. Fue posible
evaluar las CMN con tincién sencilla con el objetivo de 40x. La evaluacion se realizé por 2
personas, una de las cuales no sabia el marcador bajo estudio, posteriormente s€ compararon
los valores que variaron alrededor de un 10% en las CMN. Se evaluaron de 500 a 1,000 células
por laminilla, tanto en células de sangre periférica como en biopsias de piel. La dificultad para
evaluar Iaminillas de biopsias fue significativamente mas grande que la de CMN de sangre
periférica debido a la conformacién y orngnizacién de los granulomas formados en la dermis.
Para esto, se seleccionaron secciones de tejido que no presentaran dobleces y se evaluaron 4reas
con una buena infiltracidn de células que no estuvieran en la orilla del tejido, ya que estas

tienden a presentar tincién inespecifica.

B. Estandarizacion de la evaluacion microscopica.

A fin de determinar la reproducibilidad y_exactitud del método se procedid a analizar la
variabilidad en el porcentaje de células positivas en campos diferentes bajo el objetivo de 100x
y la variacion subjetiva que puede haber entre 2 personas. La variabilidad existente de campo
a campo al momento de su evaluacién resulto no ser muy grande, aungue si aumenta cuando se
trata de biopsia de piel. Como se muestra en la Tabla 3, la variacion de campo a campo
encontrada en células de sangre periférica es de 0 a 15 %; mientras que en las de biopsia de piel
los valores oscilan desde un 1% hasta 50% o hasta mas en ocasiones aisladas; generalmente la
variacién de campo a campo oscilé de un 10 a un 30%. Esto probablemente refleja la

heterogeneidad del infiltrado celular en la dermis.
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Tabla 3.
Variabilidad en la evaluacién de la inmunotincién en lesiones de piel.

A. Porcentaje de células CD4+4+ en una lesion LL.

Observador 1

Campo
1

2

3
Total:

media + D.E.

Observador 2

i
2

3
Total:

media + D.E.

células
evaluadas
330

513

280

1,123

227
292
202
811

c€lulas
positivas
29

58

43

130

37
60
43
140

% CD4+

8.8
11.3
15.3
11.5

11.5 + 3.2

16.2
20.5
14.7
7.2

17.1 + 3.0

% wvariabilidad (*)

23
2
32
0
19 + 153

B. Porcentaje de células CD8+ en una lesion LL.

Observador 1

c€lulas celulas
Campo evaluadas positivas % CD8-+ % variabilidad
1 353 89 ‘252 5
2 269 59 21.9 18
3 532 93 17.4 35
4 364 S0 24.7 7
3 683 257 37.5 40
Total: 2,201 588 26.7 0 .
media £ D.E. 253+ 7.4 21 £ 159
Observador 2
c€lulas c€lulas
Campo evaluadas positivas % CDS8+ % variabilidad
1 215 61 28.3 5
2 200 60 30.0 0
3 116 38 32.7 9
Total: 531 159 29.8 0
media + D.E. 30.3 £ 2.2 4.6 £ 4.5
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C. Porcentaje de células CD73+ en una lesiéon LL.

Observador 1

células células
Campo evaluadas positivas % CD73+ % variabilidad
{ 211 26 12 38
2 242 57 23 19
3 82 23 28 45
4 74 13 17 12
5 04 20 21 9
6 76 15 19. 12
7 74 11 15 22
Total: 833 165 19.3 0
media + D.E. 19.2 + 5.3 22.4 + 13.9
Qbservador 2
células células ‘
Campo evaluadas positivas % CD73+ % variabilidad
1 382 59 15.4 10
2 350 94 26.8 56
3 368 43 11.7 31
4 419 64 15.2 11
Total: 1,519 260 17.1 0
media + D.E. 172 + 6.5 27 + 21.6

D. Porcentaje de células CD28+ en una lesiéon L.

Observador 1

células céluias
Campo evaluadas positivas % CD28+ % variabilidad
1 117 15 12.8 18
2 208 40 19.2 22
3 204 23 11.2 28
4 186 22 11.8 25
5 245 51 ,20.8 32
Total: 9260 151 15.7 0
media + D.E. 15.1 + 4.5 25 +£ 5.3

(*) Los resultados se expresan como el nimero de CMN totales evaluadas y c€lulas positivas por
campo, al igual que como el porcentaje de células positivas por campo y por 2 individuos
independientes. La variabilidad se refiere al porcentaje de la diferencia del campo en observacion
con respecto al valor promedio de la suma de todos los campos.
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Figura 5. Subpoblaciones celulares en individuos sanos. Los resultados se expresan
como la media + D.E. de los porcentajes de células positivas en una suspensién de CMN por
inmunotincion sencilla en 12 individuos sanos. Los valores de referencia fueron obtenidos por
0iros investigadores mediante inmunofluorescencia y citometria de flujo: (a) Ref. 44; (b) Ref.
12; (c) Ref. 29.
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C. Cuantificacion de células CD4+, CD8+, CD28+ y CD73+ y células
dobles positivas CD4+CD28+, CD4+CD73+, CD8+CD28+ y
CD8+CD73+ en sujetos sanos.

En la Figura 5 se muestran los porcentajes de las subpoblaciones celulares analizadas en los
individuos sanos y se comparan con los porcentajes reportados en la literatura para la expresion
de CD28 y CD73 sobre linfocitos CD4+ y CD8+ empleando citometria de flujo. El porcentaje
de células positivas para CD4, CD8, CD28 y CD73 obtenido por inmunoperoxidasa fué rnuy

similar a los valores reportados en la literatura y no se observaron diferencias estadfsticas
significativas para cada subpobiacién. El nmimero de células CD73+ fué ligeramente mayor que
los porcentajes reportados por Thompson y cols (29,66), quien utilizé el mismo AcMo y
citometria de flujo, si bién nuestros datos estan realizados sobre CMN totales, mientras que los
reportados en la literatura se basan sobre las células CD3+ y se excluyen células B y otras
poblaciones celulares. Los datos de inmunotincién doble en los individuos sanos indican que
aproximadamente 2/3 paries de las ¢élulas T CD4+ coexpresan la molécula CD28 y poco mas
de 1/3 exhiben el CD73. Por otro lado, dentro de las células CD8+ tanto el CD28 como el
CD73 se expresan en proporciones similares, es decir aproximadamente en la mitad de las
celulas CD8+. La Fig 6 muestra los resultados de inmunotincién doble y se comparan a los
porcentajes reportados en la literatura por citometria de flujo. Nuestros valores sobre el
porcentaje de células CD4+ que expresan CD28 (74.9 + 5.5 %, n=12) son significativamente
diferentes (p <0.025) al porcentaje reportado por otros investigadores (98.9 + 0.88, n=7)
mediante citometria de flujo. Por otro lado, nuestros resultado sobre el porcentaje de células
CD4+ que expresan CD73 (36.9 + 9.4 %, n=12) no es estadisticamente diferente al valor
reportado por otros investigadores (11 i 4 %, n=10). De manera similar, no se encontraron

diferencias estadisticas en los valores reportados sobre células CD8 que expresan CD28 o CD73

en comparacion a lo reportado por otros investigadores.
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Figura 6. Expresién de CD28 y CD73 sobre células CD4+ y CDS8+ en

sujetos sanos. Los resultados se expresan como la media + D.E. de los porcentajes de

células que expresan el marcador CD28 o CD73 en cada una de las subpoblaciones de linfocitos
T CD4+ o CD8+ mediante inmunotincién doble en 12 individuos sanos. Los valores de

referencia fueron obtenidos por otros investigadores mediante citometria de flujo: (a) Ref. 72;
(b) Ref. 66.
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Figura 7. Subpoblaciones celulares en lesiones de piel de pacientes con lepra.

Los resultados se expresan como la media + D.E. del porcentaje de células mononucleares
lotales que expresan los marcadores respectivos que se indican. Resultados derivados de lesiones
de piel de 3 pacientes LLL y 3 con TT mediante inmunotincién sencilla y doble.
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D. Inmunotincion de CD28 y CD73 en células T en las lesiones de piel de

pacientes con lepra.

A continuacicn, se realizé inmunotincion sencilla y doble en lesiones de piel de pacientes con
lepra. En la Fig 4] se muestra una biopsia de un granuloma LL tefiida con la técnica de Ziehl
Neelsen que ilustra la forma multibacilar de la enfermedad. Se gbservan un gran mimero de
micobacterias intracitopldsmicas tefiidas de color rojo intenso y nucleos de color azul claro de
los macréfagos y otras células que infiltran la lesién. Los pacientes L. presentaron una gran
cantidad de bacilos en las lesiones; en contraste, los pacientes TT presentaron una carga bacilar
pequefia (forma paucibacilar) resultando muy dificil la demostracién de micobacterias en la
lesion. La inmunotincién de células CD4+ y CD&+ en 3 pacientes con LL y 3 con TT
confirmaron los hallazgos reportados previamente por Modlin y cols (44). En la Fig 7 podemos
observar que las lesiones LL se caracterizan por un predominio numérico de células CD8+ en
comparacién a las cé€lulas CD4+; mientras que en las lesiones TT, ademds de presentar un
granuloma organizado (Fig 4E y 4F) se caraterizan por un mayor nimero de células CD4 4 que
CD8+. Esta distribucidon preferencial de células CD4+ y CD8- en las lesiones TT y LL,
respectivamente se reflejan también en los porcentajes de cé€lulas que expresan CD28 y CD73.
Es decir, €] mimero de células CD4+CD2;8+ y CD4+CD73+ es mayor en la lesion TT en
comparacion a la lesion LL; mientras que las células CD8+CD28+ y CD8+CD73 4+ estin
aumentadas en numero en el granuloma LL en comparacion al TT. A fin de analizar si existe
alguna expresidn diferencial de CD28 y CD73 sobre las células CD4+ o CD8+ que infiltran
las lesiones, los resultados se expresaron en porcentaje de céiulas CD4+ o CD8+. La Fig 8
muestra que la expresidon de CD28 y CD73 especifica sobre células CD4+ y CD8+ no es
significativamente diferente entre las lesiones LL y TT. Las lesiones LL presentaron un ligero
aumento en el mimero de células CD8+CD73 + en comparacion a las lesiones TT, si bién esta
diferencia no fué estadisticamente significativa. Ademas, los valores encontrados en las lesiones

no es diferente a lo encontrade en las CMN de sangre periférica de los pacientes LL.
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TABLA 4:
ANALISIS DE MARCADORES DE LINFOCITOS EN CELULAS
MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA DE SUJETOS SANOS

CD4 CDh4 CD8 CD&

CD4 CDS8 CD28 % 'CD73 % CD28 % CD73 %
1) 45.0 20.0 36.0 80.0 11.7 26.0 10.8 54.0 108 54.0
2) 33.0 15.0 24.1 730 135 410 8.1 540 7.5 50.0
3) 59.0 25.0 420 71.0 195 33.0 135 3540 12.0 48.0
4) 63.0 28.0 39.7 63.0 12.6 20.0 13.2 470 14.6 52.0
5) 46.0 29.0 350 76.0 22.1 48.0 140 48.0 246 63.0
6) 64.0 21.0 474 740 243 38.0 92 440 113 54.0
T 55.0 29.0 380 69.0 204 370 13.6 470 165 57.0
3) 45.0 16.0 342 76.0 18.0 3.0 8.0 500 10.1 63.0
% 39.0 30.0 31.2 80.0 11.0 28.0 183 61.0 15.2 64.0
10) 37.0 33.0 2800 75.0 17.0 46.0 17.2 52.0 17.2 352.0
1)  51.0 26.0 40.0 78.0 22,5 50.0 143 550 135 52.0
12) 43.0 30.0 36.1 &.0 ND ND 165 550 17.1 57.0
media 483 25.1 359 749 17.5 369 13.0 51.7 145 55.5
DE. 10.1 5.8 6.2 535 47 94 34 47 46 55
EE 2.9 1.6 1.8 1.6 14 28 09 13 1.3 1.5

Lag CMN fueron analizadas por inmunotincion sencilla y doble como se indica en Material y
Métodos. Los resultados se expresan como porcentajes de células positivas para cada marcador
0 par de marcadores. En la inmunotincion doble, la primera columna denota el % de células
positivas de Ia poblacion total de CMN; mientras que la segunda columna denota €l porcentaje
de células que expresan el 2° marcador (CD28 o CD73) deniro de la subpoblacién de células
T(CD4+ o CD8+). N.D. denota no determinado. E.E. denota el error estindar de la media.
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E. Inmunotincion sencilla de IL-6 en lesiones de piel.

La inmunotincién sencilla con el AcMo anti-11.6 resulté en un mimero variable de células IL-6+
en las lesiones de piel a 1o largo del espectro clinico de la lepra. Las lesiones LL exhibieron un
numero substancial de células IL-64, con valores desde 5 hasta 80%. La inmunotinciton fue
especifica en vista de que la preincubacidon del Ac. anti-IL~6 con [L-6 recombinante resultd en
upa inhibicidn del desarrolio de color en una lesion de piel de lepra lepromatosa. La Fig 9
muestra que las lesiones LL tienen un porcentaje significativamente mayor de células IL-6+
(44.8 + 21.6 % células IL-6+ n=8) en comparacién a los granulomas TT (12.8 + 10.5 %
células [L-64, n=3, p<0.05) y a las RxM (10.2 £ 6.8 %, n=4, p<0.02), mientras que no
hubo diferencia significativa entre las lesiones TT y RxM. En el ENL, la inmunotincién con
anti-IL6 resultd en un porcentaje mayor de células IL6+ (71.2 + 24.2 %, n=4) en comparacion
a las lesiones LL, si bien este aumento no fué significativo. La Fig 4K muestra un gran ndmero

de células IL-6+ a lo largo de un granuloma L de un paciente sip tratamiento.

F. Inmunotincion doble de las células 11.6+.

A fin de entender mejor el papel de la IL-6 en la inmunopatologia de la lepra, se procedid a
determinar el fenotipo de las células productoras de IL-6 en las lesiones de piel de los pacientes.
Se procedié a hacer pares de AcMo de anti- 1L6/CD4, IL-6/CD8 e IL-6/CD14 en ensayos de
mmunetincion doble. En la Fig 10 podemos observar que en las lesiones LL, tanto células
CD4+4, CD8+ y CDI14+ producen IL-6 in situ; sin embargo, las células CD8+IL6+
predominan numéricamente sobre las CD4 —I:IL6 + y CD14+IL6+. Porotro lado, en las lesiones
TT, las 3 poblaciones analizadas contribuyen en la produccién de 11.-6 de manera similar y en
un porcentaje bajo. Es importante mencionar que la lesion LL presenta aproximadamente 7 veces
mds células CD8+IL6+ en comparacion a la lesion TT (21.2 + 5.3 vs 3.1 + 1.6 %). La Fig
4L muestra la inmunotincién doble de células CD8+IL6+ en un granuloma LI del mismo
paciente de la Fig 4K. Los controles negativos de la 12 y 2? inmunotincion no desarrollaron
color. La omisién del 2° AcMo primario resulté en desarrollo de la 1? inmunotincién y ausencia

de color para la 2, lo cual decarta la posibilidad de reaccion cruzada.
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Figura 8. Expresién de CD28 y CD73 sobre células T CD4+ y CD8+ en las

lesiones de piel de los pacientes con lepra. Los resultados se expresan como la media
t D.E. del porcentaje de linfocitos T CD4+ o CD8+ que expresan el marcador CD28 o CD73
mediante inmunotincion doble en lesiones de piel de 3 pacientes LL y 3 con TT.
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piel mediante inmunotincion doble.
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DISCUSION



En este trabajo se estandarizaron técnicas de inmunotincidn sencilla y doble y demostrado su
aplicacién para determinar el niimero de subpoblaciones celulares y caracterizar los tipos
celulares que infiltran las lesiones de piel de pacientes con lepra, al igual que analizar la
produccion de IL-6 en los granulomas. Nuestros resultados en las CMN de sangre periférica de
individuos sanos empleando inmunotincién doble indican que aproximadamente las 3/4 partes
de las células T CD4 + exhiben el CD28 (74.9 + 5.5 % CD4+CD28+), mientras que alrededor
de un 25% son CDZ8-. Estos resultados contrastan con lo reportado por otros investigadores,
que han reportado gue alrededor de un 95% de células las células CD4+ con CD28+ v solo
un 5% son CD28- (12,15,60). Recientemente, Azuma y cols (20) reportaron que el 100% de las
células T CD4+ son CD28+ y no discriminan la densidad de expresion del CD28 dentro de las
células CD4+. Todos estos estudios han empleado la citometria de flujo multicolor e indicado
que la molécula CD28 se expresa en algunas subpobaciones de linfocitos T CD3 +, mientras que
ni células B, m células NK expresan este homodimero (20).

La inmunotincién sencilla de CD73 en CMN (Fig 5) mostrd un porcentaje similar a lo reportado
previamente mediante citometria de flujo de 2 colores, si bien es importante resaltar que el valer
reportado en la literatura es e} correspondiente a la expresién de CD73 sobre células CD3+,
mientras que nosotros realizamos el analisis sobre CMN totales. La expresién del CD73 sobre
las células CD4+ mostrd una media de 36.9 + 9.4%, una proporcién mayor a [a reportada en
la literatura (11 + 4 %) empleando ia citometria de flujo con el mismo AcMo 7G2 empleado
en nuestro estudio. Esto podria explicarse debido a que la mayoria (>70%) de las células B
periféricas de individuos adultos expresan CD73 (29,66) y nuestro anilisis las incluyen. Al
parecer, las células NK no contribuyen directamente en nuestra estimacion debido a que estas
células carecen de este marcador (66,71). Si bién nuestras condiciones fueron optimizadas en
la inmunotincién doble, es posible que con este par de AcMo s exista reaccién cruzada entre
los 2 sistemas y esto se refleje en una mayor propocion de células CD4+CD73 4. Por otro lado,
nuestros datos sobre la expresidén del CD28 y del CD73 sobre las células CD8+ son muy
similares a los reportados por otros autores (12,66). Al respecto, nuestros resultados indican que
aproximadamente la mitad de fas células CD8+ expresan el CD28 y el CD73: 51.7 £ 4.7% de
células CD8+CD28+ vy 55.5 £ 5.3% de c€lulas CD8+CD73+. Esta proporcién es muy
similar a lo reportado por Azuma y cols. (20) por citometria de 3 colores para células
CD3+CD8+CD28+ y lo repertado por Thompson y cols (66) por citomettia de 2 colores para
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células CD8+CD73 + en sujetos sanos. En el estudios de Azuma y cols (20) se establecid que
existen individuos con un mimero bajo de células T CD8+ CD28-, asi como también existen
sujetos con cantidades similares de las poblaciones T CD8+CD28+ y CD8+CD28-, sin
embargo, en los individuos estudiados por nosotros no encontramos una gran variabilidad. En
los estudios de citometria de flujo es posible discriminar a aguellas células NK que expresan el
marcador CD8, en base a que el citdmetro de flujo permite seleccionar células CD3+ y células
tefiidas intensamente con anti-CD8, ya que la mayoria de las células NK son CD3- y solo
algunas expresan el CD8 en forma débil. Si bien nmestros andlisis de inmunotincidén no
discriminaron entre las células CD8 + fuertemente positivas y las CD8-+ debilmente positivas,
el valor de 1a media fue muy similar a lo reportado por Azuma y cols.(20) empleando citometria
de flujo. El hecho de que nosoiros encontramos un menor numero de células CD4+CD28+ y
mayor nimero de células CD4+CD73+ a los porcentajes reportados en la liferatura puede
deberse a la metodologia empleada. Las técnicas de inmunotincién aqui empleadas difieren
notablemente de la citometria de flujo, ya que en la primera se emplearon Ac’s secundarios
bictinilados y otros reactivos {complejo avidina-biotina-enzima), ademds existe un posible riesgo
de reactividad cruzada entre los reactivos y hay una menor sensibilidad y precision de la
fmmunotineién con respecto a la citometria de flujo. La comparacién de los valores de los
trabajos presentados muestran diferencias, las cuales pueden ser explicadas por las caracteristicas
propias de las metodologias utilizadas. Algunos investigadores sugieren que el CD28 clasifica
a las células CD4+ en 2 subpoblaciones en CD28biemes y CD284e con funciones distintivas
(17). Es posible que la inmunotincion doble'reVele solo las células CD4 + con una expresion alta
de CD28 y no revele las células CD28gdbils

Es importante hacer notar que la citometria de flujo es un método extremadamente sensible que
puede detectar cantidades muy pequefias de un antigeno expresado en un nimero atto de células
en cuestion de segundos y en una forma altamente reproducible, ademds que no existen o se
disminuyen al maximo las tinciones inespecificas por reactividad cruzada por emplearse AcMo s
directamente conjugados al fluorocromo. Nuestros analisis involucran la visualizacion de células
tefiidas por reacciones de inmunotincién mediante el microscopio. En este caso, existen
diferencias de persona a persona en la percepcioén de color y aparecen factores que influyen en
la discriminacion de células dobles positivas, sobre todo cuando la intensidad de uno de los

colores es débil, ademds influye el error producido por cansancio visual en periodos largos de

42



observacion. Si bien, en la inmunotincién doble se incluyeron laminitlas control, con las cuales
descartamos la posibilidad de reactividad cruzada entre los reactivos de la 1* y 22
inmunotincidn, es probable que exista un ndmero pequeiio de células dobles positivas falsas. Esto
se debe a que ambas tinciones emplean anticuerpos monoclonales de la clase IgG de ratén,
ambas emplean anticuerpos secundarios de caballo anti-IgG de ratém y ambas emplean un
complejo ABC de avidina-biotina-enzima, mientras que la Ginica diferencia entre ambas tinciones
es el Ag definido por el Ac primario y la enzima que forma parte del complejo ABC. En
términos generales, la inmunotincidn doble no resultd ser sencilla de realizar por las razones
antes expuestas y su evaluacion es un tanto azarosa ¢ imprecisa. Por lo anterior, no podemos
igualar la eficiencia de la citometria de flujo, sin embargo, si constatamos la capacidad de
muestra metodologia para determinar la expresién de marcadores celulares en cuanto a la
valoracién del CD28 y CD73 dentro de las subpoblaciones CD4 y CDS8.

Nuestros resultados sobre la enumeracién de células CD4+ y CD8+ en las lesiones de piel de
pacientes con lepra confirman estudios previos (44,45), en los cuales se enconiraron un
predominio de células CD8+ en las lesiones LL, mientras que las células CD4 + existen en una
mayor proporcion en las lesiones TT. Nuestros resultados en las lesiones LL mostraron una
media de 54 % de células CD8-+, 28% de células CD4 + y un cociente CD4:CD8 bajo (0.52);
mientras que las lesiones TT mostraron un 58% de células CD4+, 20% de celulas CD8+ y un
cociente CD4:CD8 alto (2.9). Al respecto., Modlin y cols (45) encontré que las lesiones LL
tienen una media de 42% de células CD8+ y solo un 24% de células CD4+ (cociente
CD4:CD& de 0.6), mientras que Jas lesiones TT poseen alrededor de un 60% de células CD4 +
yun 37% de células CD8+ (cociente CD4:CD8 de 1.7) (44.45). El cociente CD4:CD8
encontrado en las lesiones TT de dicho estudio es similar al encontrado en la sangre periférica
de los mismos pacientes. Es importante notar que estos valores fueron obtenidos por
inmunotincién al igual que nuestiros datos. El cociente CD4:CD8 de nuestros pacientes LL es
muy similar al reportado previamente (44); sin ambargo, nuestro cociente en las lesiones TT es
diferente al reportado. Esto podria deberse al bajo niimero de pacientes estudiados por nosotros

¥ es necesario incrementar el numero de pacientes.

L2 inmunotincidn sencilla con un AcMo anti-IL6 indica un mimero substancial de células IL6+

en las lesiones de piel de los pacientes con lepra. Mas aun, el mimero de células IL6+ fue
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significativamente mayor en las lesiones LL y en el ENL, en comparacidn a las lesiones TT y
Jas RxM “s en individuos sanos. Actualmente no hay nada definido en cuanto a los mecanismos
que operan a nivel celular y molecular que determinan las caracteristicas de 1a enfermedad. Se
ban enfocado esfuerzos para elucidar la actividad de algunas citocinas que son fundamentales en
la respuesta inmune en general. La produccion de I1-6 en las lesiones de los pacientes con lepra
es muy heterogénea y no se tiene un perfil dentro del espectro clinico de la lepra. Al respecto,
Yamamura y cols. (61) determinaron mediante la reaccidn en cadena de la polimerasa (RCP),
la presencia de ARNm especifico de diversas citocinas, incluyendo la IL-6, en las lesiones piel
y encontraron una mayor cantidad ARNm de IL-6 en las lesiones TT, y nada o poca en las
lesiones LL.. Nuestros resultados de inmunotincién con AcMoe anti-IL6 difieren a lo reportado
por Yamamura y cols (61). Es importante hacer notar que la inmunotincién detecta la proteina,
mientras que la RCP determina el ARNm. La discrepancia con el estudio de Yamamura y cols
(61) podria solo explicarse a que si bien existe poco ARNm de IL-6 en la lesion LL, es posible
que el proceso de traduccién sea muy eficiente vy las células expresen una gran cantidad de
proteina. Al respecto, Herzyk y cols (62) han encontrado poco ARNm de IL-1 ¥ una gran
cantidad de IL-17 secretada por macréfagos humanos estimulado in vitro con lipopolisacarido.
De manera similar, otros autores han encontrade que la cantidad de proteina no siempre
correlaciona con la cantidad de ARNm (67-69). Por ejemple, Newman y cols (67) encontraron
que [a expresion de ARNm de TNF-« en macrofagos humanos estimulados in vitro con Virus
de Inmunodeficiencia Humana (VIH)/Mycobacterium avium esti diminuida a las 483 y 72 h,
mientras que los niveles de proteina estan altos incluso a las 96 h. Estos resultados podrian ser
explicados en base a los estudios hechos por Voth ¥ cols. (70), en los que los transcritos de
ARNm del TNF aislados de células mononucleares de pacientes con SIDA y estimuladas in vitro
con lipopolisacarido (LPS) tiecnen una vida media mds larga y una mayor estabilidad. Sin
embargo, cada metodologia tiene ventajas y desventajas que deben evaluarse de acuerdo al
objetivo del estudio. Por otro lado, l1a técnica de Ja RCP tiene la ventaja de ser muy sensible ya
que es una de Ias tecnologias mas sofisticadas que actualmente se utilizan, mientras que la
inmunotincitn tiene la desventaja de poseer un grado de error mayor, ya que la sensibilidad es
mucho menor y la deteriinacion lieva inherente el error de la observacidn por el ojo humano.
Sin embargo, el analisis por RCP no permite determinar que tipo de células son las productoras
de 1a proteina, ya que se utiliza un homogeneizado en el cual no hay diferencias en cuanto a las

células que sintetizan el mensaje, mientras que con nuestro método si determinamos a las células
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que sintetizan la proteina y ésto es fundamental para la comprensién de la inmunopatologia de

la lepra.

Nuestros resultados mostraron una produccidn ain mayor de JL-6 en ENL en comparacion a las
lesiones L. y TT. Nuestros resultados concuerdan con el estudio de Yamamura y cols (63), en
el cual reportan una cantidad mayor de ARNm de IL-6 en las reacciones ENL en comparacion
a otras formas clinicas de la lepra y dermorreaciones con lepromina. Si bien, las técnicas de
inmunotincién no son tan sensibles como Ja téenica de Ja RCP para detectar cantidades pequefias
de ARNm producido en la lesion, si tienen la gran ventaja de permitir identificar la naturaleza
de la(s) célula(s) productora de IL-6. En nuestro estudio, las células T CD8+4 fueron las
mayores productoras de IL-6 en las biopsias de piel de los pacientes con lepra. Este dato es
relevante, ya otra interleucina que se ha estudiado con inter€s por su importancia funcional en
la regulacién de la respuesta inmune es la IL-4, y se han encontrado clonas de células T de
sangre periférica de pacientes LL con fenotipo CD8+ con funcién supresora (44) que producen
IL-4 en respuesta a Ag. Dado que la IL-4 como la IL-6 son parte de las citocinas de tipo 2 (64),
asf como la hipergammaglobulinemia a nivel sistémico observada en estos pacientes, podemnos
gspecular que estas citocinas también estin elevadas a este nivel explicando la ya aceptada
participacién de ellas en la transformacion de las células B a células plasmaticas, v que IL-6
también ejerce un papel supresor igual al de IL-4 e [L-10 explicandose un sinergismo que
origina la poca expresion de la subpoblacién de linfocitos T CD4+ en LL. El hallazgo de que
las células CD8+ son las mayores productoras de IL-6 apoya el hecho de que en los pacientes
LL se encontr¢ un produccién elevada de esta citocina ya que en ellos este es el fenotipo que
mas presentan en sus lesiones. Las diferencias encontradas en cuanto a la produccion elevada
de IL-6 en las lesiones de LL en relacidn a las TT mediante inmunotincion comparadas con RCP
indican que la produccién de esta citocina es muy heterogénea, puesto que exisien pacientes con
produccion elevada asi como disminuida, mientras que en el polo TT la produccion es minima
¥ no obtenemos un porcentaje mayor de 7% que correlaciona con la poca presencia de células
CD8+. Se requiere un estudio mas profundo en cuanto a la determinacién del patrén de
produccién de I1.-6 dentro del espectro clinico de la enfermedad, donde muy recientemente
aparecié un reporte mencionando que lineas de células T de pacientes LL sintetizan IFN-vy, y
10 o casi nada de IL-4 demostrandose que ésta, no es el Gnico factor de supresidén en lepra (63).
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CONCLUSIONES

* Se estandarizaron las condiciones optimas para la identificacién de subpoblaciones celulares

y productos solubles (interleucina-6) mediante la inmunotincion sencilla y doble.

* Se confirmaron los estudios previos realizados por otros investigadores sobre las alteraciones
numéricas de linfocitos T CD4+ y CD8+ en las lesiones de piel de pacientes con LL y TT.

* Se ampli6 el andlisis en sangre periférica y en los granulomas de la lepra con respecto a la

expresién de CD28 y CD73 y se generaron resultados preliminares.

* Nuestros resultados de inmunotincidn enzimatica son muy similares a los reportados por otros
investigadores empleando técnicas mas sofisticadas y costosas, tal como la citonetria de flujo

y no representaron una gran diferencia haciendo confiable esta técnica.

* Nuestros resultados sobre la produccion in situ de IL-6 en los granulomas leprosos contrasta
con los datos reportados por otros investigadores sobre la expresion de ARNm especifico de
IL-6 empleando una técnica altamente sofisticada y costosa, tal como la técnica de la RCP.
Esta discrepancia puede deberse a la distinta base de las 2 metodologias 0 a una alteracidén en

los procesos de traduccidn en los granulomas de la lepra.
* La inmunotincién es una metodologia confiable y de mucha utilidad, aunque no tiene Ia

sensibilidad de otras metodologias su acceso es mas facil y mds econémica que la citomeiria
de flujo y la RCP.
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APENDICE

FORMULA DEL BUFFER SALINO DE FOSFATOS (BSK)

Clorure de Sodio (NaCi) 8.00 g.
Cloruro de Potasio (KCI) ' 0.20 g.
Fosfato Dibésico de Sodio (Na,HPO,) ' 1.15g.
Fosfato Monobasico de Potasio (KH,PO,) 0.20 g.
Agua Destilada 1,000 ml.

Ajustar el pHa 74 -7.6
Esterilizar en autoclave (15 1b de presidm por 20 minutos)

PREPARACION DE LA HEMATOXILINA DE MAYER

Hematoxilina 1.0 g.
Agua Destilada 1.0 1t
Iodato de Sodio 0.2 g.
Sulfato de Aluminio y Potasic (Alumbre) J 50.0 g.
Acido Citrico 1.0g.
Hidrato de Cloral 50.0 g.

Disolver la hematoxilina en agua agitando suavemente, calentando un poco si es necesario.
Adadir el iodato de sodio y después el alumbre. Agite hasta que el alumbre se disuelva, entonces
afiada el 4cido citrico y finalmente el bidrato de cloral. Al final e] color debe ser violeta rojizo
y esta solucién podrd comservarse por varios meses. La maduracién se controla por la
concentracién de iodato de sodio ¥ el tiempo. Cuando la solucion se madura excesivamente

(sobremaduracidn), se requieren tiempos mayores de incubacion en las laminillas.
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PREPARACION DEL MEDIO DE MONTAJE

Gelatina 10 g.
Agua Destilada 60 mi.
Glicerina 70 ml.
Fenol Liquido 1 ml.

Adicjonar Ja gelatina en el agua y calentar en bafic Maria hasta disolver, afiadir la glicerina y
el fenol y continuar en bafio Maria agitando. Preparar varias alicuotas y guardar a temperatura

ambiente. Para su uso calentar en bano Maria hasta su disclucion.

BUFFER DEL SUBSTRATO DE LA FOSFATASA ALCALINA (TRIS 0.1M Ph §.2)

TRISMA (Acido clorhidrico) _ 0.708 g.
TRISMA (Base) 0.668 g.
Agua destilada 100 ml.
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