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Resumen. Se diseñó un estudio para evaluar la reactividad inmunológica
frente a diferentes preparaciones proteicas micobacterianas utilizando pruebas
serológicas y de inmunidad celular. Para el estudio fueron incluídos pacientes
con manifestaciones clínicas de lepra predominantemente de la forma multiba-
cilar. Todos los pacientes fueron adultos con edad comprendida entre 20 y 39
años. El 58% correspondía a la forma clínica de Lepra Lepromatosa (LL) n=
81, el 29% a la forma Borderline Lepromatosa (BL) n=41 y 10% a Borderline
Borderline (BB) n=14. Solo el 3% fueron pacientes Borderline Tuberculoide
(BT): 74% masculino y 26% femenino. El fenómeno reaccional más frecuente
fue del tipo eritema nodoso leproso (ENL). Las proteínas micobacterianas ensa-
yadas fueron: antígenos proteicos crudos totales de Mycobacterium leprae
(MlSA), Mycobacterium bovis (MbSA y MbSA de excreción), antígeno proteico
de excreción parcialmente purificado con una movilidad relativa de 30 kDa (Ml
30) y proteínas recombinantes de Mycobacterium (Mt70, Mb 65, Ml 36, 28, 18 y
10 kDa) encontrandose que las proteínas recombinantes (Ml10 kDa, Ml 36
kDa) a mayor carga bacilar presentaban una mayor reactividad serológica esta-
dísticamente significativa (p= 0,0051 y 0,050 respectivamente). La proteína de
30 kDa fue predominantemente reconocida por anticuerpos de los pacientes
multibacilares. Los resultados demuestran que el promedio de los valores de
anticuerpos en pacientes no reaccionales fueron superiores en presencia de
proteínas completas (MbSA y MbSA de exc) en comparación con el grupo de
pacientes que presentaron fenómenos reaccionales (p=0,000567 y 0,000061
respectivamente) Este mismo comportamiento se observó frente a las proteínas
micobacterianas individuales (30 kDa, 10 kDa y 36 kDa). La respuesta prolife-
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rativa de los linfocitos T en los pacientes multibacilares reaccionales y no
reaccionales frente a las proteínas micobacterianas (MlSA, Ml 10 kDa, MbSA,
MbSA de excreción) fue negativa en ambos grupos.
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in Hansen´s disease.
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Abstract. The study was designed for evaluating immunological reactivity
to various mycobacterial protein preparations using serological and cell-medi-
ated immunological tests in patients with clinical leprosy signs, predomi-
nantly, with the multibacillary forms. All patients were adults with ages be-
tween 20 and 30 years. Fifty eight (n= 81) percent corresponded to
Lepromatous Leprosy (LL), 29% (n= 41) to Borderline Lepromatous Leprosy
(BL) and 10% (n=41) to Borderline Borderline Leprosy (BB); only 3% were
Borderline Tuberculoid (BT) patients: 74% males and 26% females. The most
frequent reactional phenomenon was of the Erythema Nodosum (ENL) type.
The mycobacterial proteins tested were: total crude Mycobacterium leprae an-
tigens (MISA); Mycobacterium bovis (MbSA and excretion MbSA); partially pu-
rified excretion protein antigen, with a 30kDa relative movility (Ml30); and re-
combinant M. leprae proteins (Mt70, Mb 65, Ml 36, 28, 18 and 10 kDa). Two
of the recombinant proteins (Ml10 and Ml 36 kDa) presented a statiscally sig-
nificant higher serological reactivity, directly related with a larger bacillary
load (p= 0.0051 and 0.050 respectively). The 30 kDa protein was predomi-
nantly recognized by antibodies from multibacillary patients. Results show
that mean antibody values were higher in non reactional patients when tested
against complete proteins (MbSA and ex MbSA) when compared with the
group of patients who presented reactional phenomena (p= 0.000567 and
0.000061, respectively). Comparing reactional with non reactional patients, it
was seen that mean antibody values against complete proteins (MbSA and ex
MbSA) were higher in non reactional individuals (p= 0.000567 and 0.000061,
respectively). This same behavior occurred towards individual mycobacterial
proteins (30, 10 and 36 kDa). The T lymphocyte prolypherative response in
reactional and non reactional patients towards mycobacterial proteins (MlSA,
Ml 10 kDa, MbSA, ex MbSA) was negative.

Recibido: 26-10-2009. Aceptado: 18-03-2010.

INTRODUCCIÓN

Es importante señalar que el conoci-
miento y secuenciación del genoma micobac-

teriano ha dado nueva directrices para la bús-
queda y síntesis de proteínas que nos permi-
tan desarrollar nuevas alternativas para reali-
zar un diagnóstico temprano dando un trata-
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miento oportuno y de esta manera reducir la
trasnmisión de la enfermedad (1, 2).

Los principios básicos para el control
de la lepra más allá del año 2009 seguirán
basándose en la detección y el tratamiento
temprano de los pacientes. Actualmente la
estrategia mundial por parte de la Organi-
zación Mundial de la Salud (OMS) es redu-
cir la carga bacilar de la lepra mediante te-
rapia multidroga (MDT) y brindar acceso de
control a todas las comunidades afectadas.
Si se toma en cuenta que el período de incu-
bación de las formas más graves de la lepra
puede ser de siete años o más y que puede
haber transmisión durante la etapa pre-clíni-
ca de la enfermedad, se reconoce la necesi-
dad de vigilancia continua durante un tiem-
po prolongado para lograr esta meta (3, 4).

A pesar de que hasta los momentos no
se ha podido cultivar in vitro el Mycobacte-
rium leprae (5) se ha hecho un gran avance
en las diferentes disciplinas que estudian la
enfermedad.

Hay aspectos de mucho interés que
hay que seguir estudiando entre ellas las
reacciones tipo I y II en lepra y los eventos
responsables de su aparición en algunos pa-
cientes. Por otra parte, tambien es un as-
pecto de suma importancia el estudio de
los mecanismos involucrados en el daño a
nivel de nervios y de esta manera lograr pre-
venir las discapacidades (6).

Algunos componentes específicos del
Mycobacterium leprae entre ellos compo-
nentes proteicos podrían jugar un papel en
el desarrollo de una respuesta protectora
mediada por linfocitos T y servir como mar-
cadores diagnóstico a etapas tempranas de
la enfermedad. Recientemente, se ha avan-
zado en la búsqueda de antígenos que ten-
gan un potencial inmunogénico con la fina-
lidad de desarrollar una inmunidad protec-
tora en el hospedador (7, 8).

En el presente trabajo evaluamos la
reactividad inmunológica tanto serológica
como de inmunidad celular frente a diferen-

tes preparaciones micobacterianas en pa-
cientes con enfermedad de Hansen.

MATERIALES Y MÉTODOS

Características de los pacientes
estudiados

Todos los pacientes de Hansen fueron
examinados en la Sección Clínica, Unidad
de Dermatología Sanitaria, del Instituto de
Biomedicina, dependencia de la Facultad de
Medicina, Universidad Central de Venezuela
y del Ministerio del Poder Popular para la
Salud, Caracas, Venezuela. Se elaboró una
historia clínica que incluyó los datos perso-
nales, examen físico completo y clasifica-
ción clínica de su enfermedad. Se utilizó un
formato especial para esta investigación
que incluyó información adicional acerca
del número de historia del paciente, proce-
dencia, edad, sexo, diagnóstico clínico,
tiempo estimado de evolución de la enfer-
medad, tiempo del diagnóstico de la enfer-
medad, tratamiento, pruebas intradérmicas
aplicadas, biopsia inicial, frotis de piel para
búsqueda de bacilo ácido alcohol resistente
(BAAR), presencia de fenómenos reacciona-
les, tiempo de evolución del fenómeno,
biopsia de lesiones reaccionales, respuesta
al tratamiento, enfermedad concomitante y
grado de discapacidad. Los pacientes inclui-
dos dieron consentimiento previo por escri-
to para la toma de muestras biológicas.

Los pacientes fueron remitidos al labo-
ratorio para la toma de muestras: la sangre
heparinizada fue usada para los ensayos de
linfoproliferación (LTT) y la obtención de
suero para los estudios serológicos, utili-
zando ensayo inmunoenzimático (ELISA)
dirigido frente a diferentes proteínas mico-
bacterianas.

Agrupación de pacientes
Para el estudio de seguimiento de pa-

cientes con proceso reaccional se trabajó
con una población total de 140 adultos, con
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un rango de edad entre 20 y 39 años, clasi-
ficados de acuerdo con los criterios de Rid-
ley y Jopling (9), divididos en varios grupos,
en su gran mayoría formas multibacilares:
Lepra Lepromatosa (LL) n= 81, Borderline
Lepromatosa (BL) n= 41 y el 10% Borderli-
ne Borderline (BB) n=14. Solo el 3% fueron
pacientes Borderline Tuberculoide (BT) y
por ser este grupo tan pequeño no se consi-
deró en el análisis estadístico. En el estudio
fue necesario controlar la coincidencia de
fechas en la toma de muestras tanto en se-
rología, en la prueba de transformación ce-
lular in vitro y en la bacteriología para lue-
go poder interpretar los resultados de los
ensayos realizados; por eso, en muchos ca-
sos los números de la muestra en el estudio
fueron menores a 140.

En relación al grupo control utilizado
en los ensayos de inmunidad celular, se in-
cluyeron personas relativamente sanas, con-
tacto de familiares enfermos y no relaciona-
dos (n= 117) y en los de serología se traba-
jó con un pool de sueros de personas sanas
por cada placa.

Índice bacteriológico
Como parte de la clasificación inicial

y seguimiento de los pacientes, se determi-
nó la densidad bacilar en las lesiones se-
gún escala logarítmica de la OMS (10). Se
realizó la tinción de material obtenido de
orejas, codos y rodillas con la coloración
de Ziehl-Neelsen y se determinó el índice
por microscopía (100X), actividad realiza-
da en la Sección Clínica del Instituto de
Biomedicina. Para esta investigación, se
tomó el promedio de los seis valores obte-
nidos en las diferentes regiones, para tener
un solo valor que representa el índice para
cada paciente.

Antígenos micobacterianos
Los antígenos utilizados para este es-

tudio fueron los siguientes: BCG (bacilo
completo de Calmette-Guerin, una cepa

atenuada de Mycobactenum bovis de Con-
naught Laboratories, Canadá; extracto solu-
ble proteico de BCG (MbSA); extracto solu-
ble proteico de Mycobacterium leprae
(MlSA); proteínas de excreción de M. bovis
(MbSA excr); PPD (Statuns Serum Institut,
Tuberculin department D K, Copenhagen
Dinamarca, batch RT 23), proteínas recom-
binantes Mycobacterium tuberculosis 70
kDa batch no: Mt70-7A; M. bovis 65 kDa
batch no:MA 14; M. leprae 36 kDa batch
no:Ml 36 F-1; 28kDa batch no: Ml 28-1A; 18
kDa batch no: Ml 18-B y 10 kDa batch no:
Ml 10-2. Estas últimas facilitadas por el
Banco de Proteínas recombinantes de la
OMS. Otros antígenos utilizados en la prue-
ba de inmunidad celular fueron: toxoide te-
tánico (TT) y uno no específico, la PHA;
como activador policlonal.

Obtención de los antígenos solubles
Los extractos solubles proteicos de M.

Ieprae (MlSA) y M. bovis (MbSA) se obtu-
vieron de la ruptura de los bacilos mediante
el uso de una prensa francesa de presión a
10.000 lb/pulg2. Fueron utilizados ocho pa-
sajes con la misma presión. Después de cen-
trifugación para eliminar los restos bacila-
res, se concentraron las muestras mediante
técnica de concentración utilizando el sis-
tema Amicon (11, 12).

Para la obtención de las proteínas de
excreción de M. bovis (MbSA excr), los ba-
cilos se cultivaron en medio mínimo de
Sauton (13) durante 6 semanas a 37°C. Al
concluir este tiempo, el sobrenadante se
obtuvo por filtración utilizando membranas
Millipore de 1,2 µm y 0,45 µm; a cada litro
de medio colectado se le añadió sulfato de
amonio 85% de saturación durante 30 mi-
nutos. Posteriormente las muestras fueron
sedimentadas y dializadas durante 48 horas.
Finalmente fueron concentradas por ósmo-
sis reversa con polietilenglicol (PM:2000).
La determinación de la estimación de pro-
teínas se hizo por el método del ácido bicin-

Investigación Clínica 51(3): 2010

328 Rada y col.



conínico (BCA) (14). Las proteínas comple-
tas micobacterianas MlSA, MbSA y Mbexc
fueron ensayadas tanto en serología cómo
en respuesta de inmunidad celular.

El bacilo de M. bovis autoclavado, pro-
veniente de la vacuna BCG (Connaught La-
boratorios Canadá) se utilizó para ensayos
de inmunidad celular, a una concentración
18 µg/mL.

La proteína de 30 kDa de Mycobacte-
rium leprae parcialmente purificada se ob-
tuvo a partir de un gel preparativo SDS-
PAGE 10% en condiciones disociantes, no
desnaturalizantes (15). Un mg de antígeno
micobacteriano proteico completo se resol-
vió en polipéptidos de distintas movilidades,
los que fueron fraccionados por electroelu-
ción en un minielectroelutor BioRad (65-
1256) según instrucciones del fabricante.
Esta proteína, con movilidad relativa de 30
kDa, fue evaluada solo en los ensayos de an-
ticuerpos.

Los antígenos recombinantes purifica-
dos micobacterianos Mt 70 kDa, Mb65 kDa,
ML36 kDa, Ml28 kDa, MI18 kDa, MI10 kDa
fueron utilizados a uns concentración de 5
µg/mL según estandarización previamente
realizada en el espectro de Hansen (16).

La obtención de las proteínas recombi-
nantes facilitadas por la OMS siguió el pro-
cedimiento estándar del manejo de fagos y
plásmidos en el ADN incluidas en la bacte-
ria E. coli K12, cepa 1688. En relación a las
proteínas recombinantes de 36 y 10 kDa de
M. leprae, estas fueron proteínas de fusión
donde el vector de expresión utilizado es el
pMAL-cRI de New England Biolab (17).

Ensayo de proliferación celular (LTT)
Las células mononucleares fueron ob-

tenidas a partir de 20 ml de sangre hepari-
nizada (Heparina sódica, Lilly) mediante
centrifugación en un gradiente de densidad
con Ficoll-Hypaque (Sigma 1077-1), según
protocolo Boyum (18). Las células mononu-

cleares (CMN) fueron lavadas en medio de
cultivo RPMI 1640 suplementada con 25
mM buffer con HEPES, 2 mM L-Glutamina
(Gibco BRL # 22400-089), 10% suero hu-
mano AB (Sigma H-4522) y con antibióticos
penicilina y estreptomicina 100 U/mL y
100 µg/mL respectivamente (Sigma
P3539). Cien µL de una suspensión celular
de 2 × 106 cel/mL fueron sembrados en
placas de 96 pozos fondo plano (Falcon
3072; Oxnard, California, EEUU). Para los
ensayos de proliferación se utilizaron
25µg/mL de los antígenos totales micobac-
terianos y PHA (Sigma, L8754) y 10 µg/mL
de toxoide tetánico (TT); cada antígeno, in-
cluyendo el mitógeno PHA, fue sembrado
por triplicado. Después de 6 días de incuba-
ción a 37°C, 5% CO2 para los antígenos mi-
cobacterianos y el TT y 3 días para el mitó-
geno PHA, los cultivos fueron marcados con
metil-timidina tritiada, 1 µCi/2 × 105 célu-
las (NET 027A, NEN, Boston, MA 0218
USA). Los resultados se expresaron en índi-
ce de estimulación, el cuál fue calculado
como el promedio de cuentas por minuto
(cpm) de células mononucleares en cultivo
que contiene antígeno entre el promedio de
cpm de células mononucleares en ausencia
del antígeno. Un índice de estimulación
(IE) mayor de 2 se consideró como positivo,
teniendo como referencia que el 90% de
personas sanas contactos (n=117) dieron
valores de IE mayor de 2 frente a la proteí-
na micobacteriana MlSA con un intervalo
de estimulación entre 2 y 75 veces más su
respuesta proliferativa con respecto a su va-
lor basal, siendo superior al observado en
los pacientes multibacilares. El 90% del
grupo control dieron valores de IE positivos
con el mitógeno PHA los cuales variaron en-
tre 12.34-283. El método de LTT utilizando
timidina tritiada como precursor para el
marcaje de linfocitos T, no discrimina el
tipo de sub-población T activada.
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Evaluación de la inmunidad humoral
Inmunoensayo enzimático (ELISA).

Placas de fondo redondo (Dynatech, Immu-
nolon 2) fueron sensibilizadas con extractos
proteicos totales y antigenos recombinan-
tes, a una concentración de 5 µg/mL (50
µL/pozo), respectivamente. Se dejaron las
placas a 37°C durante 16 horas. Al cabo de
este período se realizaron 6 lavados con
buffer fosfato (PBS), pH 7,2 con 0,1% de
Tween-20 (Sigma, P1379) (PBS-T ), se colo-
caron 100 µL de solución bloqueadora
(PBS-T + 1% de albúmina de suero bovino,
BSA (Sigma, A-3803), en todos los pozos y
se guardaron las placas a 37°C durante 1
hora. Finalizado este tiempo, se colocaron
los sueros de los pacientes o controles a
una dilución de 1:200, previamente estable-
cido en trabajos anteriores (16) como la
concentración óptima a utilizar, durante 1
hora a 37°C. Posteriormente se añadió el
suero secundario anti-IgG humano conjuga-
do con peroxidasa (Fc específica, Sigma
A-0170) en todos los pozos, previamente ti-
tulado y diluido en PBS-T/BSA (1:5000).
Una vez finalizada la hora de incubación a
37°C, se lavaron de nuevo las placas con
PBS-T y por último se colocó 50 µL del sus-
trato, peróxido de hidrógeno, H2O2 (30%,
Merck) junto con el cromógeno ortofenile-
nodiamino-2HCl (Sigma, P-1526) y se guar-
daron las placas en la oscuridad a tempera-
tura ambiente durante 20 minutos. La reac-
ción se detuvo con 2,5 N H2SO4. Se leyeron
las placas en un lector de ELISA (Lab
Systems Multiskan EX, type 355, Finlandia)
utilizando un filtro a 492 nm. Los valores
de anticuerpos IgG circulantes dirigidos ha-
cia los extractos completos (citosol y pared
celular) y antígenos recombinantes fueron
expresados en densidad óptica. Un valor de
densidad óptica (D.O.) superior a 0,2 se
consideró como positivo, tomando en cuen-
ta el valor promedio de D.O. más tres des-
viaciones estándar del pool de suero de per-

sonas sanas evaluadas para cada ensayo rea-
lizado.

Análisis estadístico
Se realizó la prueba exacta de Chi-cua-

drado y correlación de Pearson utilizando
programa Epi-info versión 3.3.2. Un valor
de p � 0,05 fue considerado como significa-
tivo.

RESULTADOS

Se logró establecer una muy buena co-
rrelación entre el tiempo de diagnóstico de
la enfermedad y los niveles de anticuerpos
dirigidos a proteínas totales micobacteria-
nas (MbSA, MbSA excr, MlSA), con una p =
0,011, 0,005 y 0,002, respectivamente. No
hubo correlación con la proteína inmuno-
dominante de 30 kDa de M.leprae ni con las
recombinantes M. leprae 10 kDa, M. leprae
36 kDa, p = 0,413, 0,256, 0,119, respecti-
vamente (Tabla I).

Por otra parte, al comparar los niveles
de anticuerpo IgG presentes frente a la pro-
teína completa de MlSA, Mbexcr, Mbovis
(n=140, 138 y 138 respectivamente), se ob-
servaron diferencias significativas entre los
pacientes con reacción tipo ENL o sin ella.
Los valores promedios de los niveles de an-
ticuerpos dirigidos hacia estas proteínas
completas micobacterianas siempre fueron
mayores en aquellos pacientes que no pre-
sentaron reacción tipo ENL. Cuando se usó
la proteína Ml10 kDa se observaron niveles
de anticuerpos mayores en el grupo de pa-
cientes LL en comparación con el grupo de
pacientes BL, siendo esta diferencia estadís-
ticamente significativa (p= 0,036). Con
respecto a las otras proteínas micobacteria-
nas utilizadas, Mt70, Mb65, Ml28 y 18 kDa,
se observó que el valor promedio de absor-
bancia fue siempre menor de 0,2, por lo
tanto, en estudios posteriores solo se traba-
jó con las proteínas completas y las indivi-
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duales de Ml 30, 36 y 10 kDa (Fig. 1). La
población de pacientes de la forma clínica
BT fue menor a 10%, por lo que no se hizo
análisis estadístico en los resultados de se-
rología ni en linfoproliferación. En el estu-
dio con respecto a la relación de la carga
bacilar y los niveles de anticuerpo IgG diri-
gidos hacia las proteínas micobacterianas
observamos que hay una diferencia estadís-
ticamente significativa entre los niveles de
anticuerpos dirigidos hacia las proteínas to-
tales micobacterianas (MbSA, Mbexcr,
MlSA) Ml 30, 36 y 10 kDa de pacientes que
presentan baciloscopia negativa y aquellos
pacientes que presentan 1 a 5+ de bacilos-
copia obteniéndose una p < 0,0001,
0,0000001, 0,000567, 0,00238, 0,0051 y
0,0507, respectivamente (Fig. 2).

En los pacientes multibacilares (BL y
LL) se realizaron ensayos de proliferación
utilizando como antígenos de referencia el
PPD (n=125), BCG (n=123) y TT (n=104)
y frente a diferentes proteínas micobacte-
rianas MbSA (n=104), MbSA exc (n=105),
MlSA (n=125) y Ml10 kDa (n=108). La
proliferación celular fue expresada en índi-
ce de estimulación encontrándose una ten-
dencia de mayor respuesta proliferativa
frente a antígenos de referencia como PPD

y BCG (Fig. 3A) en comparación con los ex-
tractos crudos micobacterianos donde hubo
una menor respuesta de estimulación fren-
te a los antígenos MbSA y MlSA (Fig. 3A).
Cuando se realizaron las pruebas de prolife-
ración con PHA los valores promedios obte-
nidos de índice de estimulación fueron los
siguientes: BL: 35,7 ± 13,82, LL: 16,0 ±
1,92, ENL: 23,98 ± 4,32, NENL: 18,14 ±
9,78 y todos (n=125) 22,76 ± 4,02.

Un grupo interesante incluido en el es-
tudio comprende los pacientes diagnostica-
dos multibacilares pero con bacteriología
negativa después de tratamiento y los pa-
cientes con bacteriología positiva. En estos
últimos el índice de proliferación celular di-
rigido a las proteínas micobacterianas en la
gran mayoría de los casos fue menor de 2,
sin embargo la diferencia no fue estadística-
mente significativa en comparación con los
pacientes de baciloscopia negativa los cua-
les presentaron índices de estimulación ge-
neralmente más altos. En cuanto a otros
antígenos utilizados (BCG, PPD, PHA) se
observó la misma tendencia mencionada
anteriormente, siendo mayor la respuesta
proliferativa con las proteínas de referencia
PPD y BCG en aquellos individuos con 0+
de carga bacilar (dato no mostrado). Igual-
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TABLA I
CORRELACIÓN ENTRE NIVELES DE ANTICUERPOS ENTRE EXTRACTOS PROTEICOS CRUDOS:

MbSA DE EXCRECIÓN, MbSA, MlSA Y LAS PROTEÍNAS DE 30 kDa, 10 kDa Y 36 kDa
DE Mycobacterium leprae Y SU RELACIÓN CON EL TIEMPO DE DIAGNÓSTICO

MbSA de excreción r2 = 0.05 r = 0.22 p= 0.011*

MbSA r2 = 0,06 r = 0,24 p =0,004*

MlSA r2 = 0,07 r = 0,26 p =0,001*

Ml 30 kDa r2 = 0,01 r = 0,10 p =0,413

Ml 10 kDa r2 = 0,01 r = 0,10 p =0,256

Ml 36 kDa r2 = 0,02 r = 0,14 p =0,119
*Estadísticamente significativo. n=140 El 90% de los casos fueron evaluados entre 0 y 5 años después de ser
diagnosticados, el 29,4% (0 años), 9,8% (1 año), 16% ( 2 años), 16,6% (3 años), 12,3% (4 años) y 6,1% ( 5 años).
Nota: En cuanto al glicolípido fenólico no hubo diferencias significativas entre los niveles de anticuerpos de pro-
teínas micobacterianas ensayadas y GLP pero sí entre los niveles de anticuerpos hacia el GLP y el tiempo de diag-
nóstico p= 0.019.
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mente se observó un incremento proliferati-
vo de las CMN de pacientes paucibacilares
con los antígenos micobacterianos crudos,
MlSA y MbSA, cuando fueron comparados
con CMN de pacientes con alta carga baci-
lar (5+), (Fig. 4). Los valores promedios ±
error estándar de índice de estimulación
frente a la PHA y su relación con la carga
bacilar fueron las siguientes: (0+)= 39,40
± 12,95, (1+)= 22,16 ± 9,69, (2+)=13,28
± 1,70, (3+)= 17,15 ± 3,83, (4+)= 11,47
± 2,01 y (5+)=23,29 ± 9,89, observándose
una tendencia a una respuesta proliferativa
mayor en aquella células de individuos con
menor carga bacilar. En relación a los resul-
tados obtenidos con el grupo control
(n=117) frente a PHA el 83% presentaron

una respuesta proliferativa con un IE mayor
de 30.

DISCUSIÓN

El análisis de la interacción entre el
sistema inmune del huésped y diferentes
componentes proteicos micobacterianos
nos permite conocer aspectos de la respues-
ta inmunológica diferencial tanto serológi-
ca como de linfoproliferación en los pacien-
tes con enfermedad de Hansen. Hemos se-
ñalado anteriormente, que el Mycobacte-
rium leprae no ha podido ser cultivado en
medios artificiales, lo que impide la obten-
ción de grandes cantidades de componen-
tes bacterianos para estudios inmunológi-
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Fig. 2. Reconocimiento serológico IgG dirigido hacia diferentes proteínas: a. Extracto completo de
completa de Mycobacterium leprae (MlSA) n=138, b. Extracto completo de M. bovis (MbSA)
n=136, c. Extracto completo de excreción M. bovis (MbSA excr) n=136, d. M. leprae de 30
kDa (Ml30 kDa) n=105, e. M. leprae de 36 kDa (Ml36 kDa) n=110, f. M. leprae de 10 kDa
(Ml10 kDa) n=134, fue relacionado con la presencia y/o ausencia de bacterias en los pacien-
tes con enfermedad de Hansen utilizando metodología según esquema de la OMS. Los niveles
de anticuerpos son expresados en promedio de medida de absorbancia (D.O.) ± error están-
dar. Un valor de D.O. > 0.2 es considerado positivo. Prueba estadística realizada Chi cuadra-
do. Diferencias estadísticamente significativas observadas con las proteínas MlSA con una
prueba de significancia p=0.001*,MbSA p=0.001**, MbSA excreción p=0.001***, M. leprae
30 kDa p=0.0023****, M. leprae 36 kDa p=0.0051*****. M. leprae 10 kDa p=0.0507******
entre individuos que presentaron 0+ de carga bacilar con aquellos que sí presentaron bacilos-
copia positiva.
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Fig 3 B. Prueba de linfoproliferación frente d. MbSA (n=104), e. MbSA exc (n=105), f. MlSA
(n=125), g. Ml10kDa (n=108) utilizando células mononucleares de pacientes con Hansen.
LL: pacientes con Lepra Lepromatosa, BL: pacientes Borderline Lepromatoso, ENL: pacientes
con eritema nodoso leproso, NENL: pacientes en ausencia de episodio reaccional tipo ENL.
Los resultados son expresados en promedio de índice de estimulación (I.E.) ± error estándar.
Un valor de I.E. > 2 es considerado positivo. Prueba estadística realizada Chi cuadrado. NS
entre los cuatro antígenos ensayados.

Fig 3 A. Prueba de linfoproliferación frente a diferentes antígenos a. TT (n=104), b. PPD (n=125), c.
B.C.G (n=123). utilizando células mononucleares de pacientes con Hansen. LL: pacientes
con Lepra Lepromatosa, ENL: pacientes con eritema nodoso leproso, NENL: pacientes en au-
sencia de episodio reaccional tipo ENL. Los resultados son expresados en promedio de índice
de estimulación (I.E.) ± error estándar. Un valor de I.E. > 2 es considerado positivo. Prueba
estadística realizada Chi cuadrado. NS entre los tres antígenos ensayados.



cos y de otro tipo. Igualmente la infección
experimental en animales está limitada al
ratón desnudo y al armadillo, hospedadores
de mantenimiento muy difícil. También co-
nocemos que el glicolípido fenólico 1
(GLP-1) es el mayor componente entre
otros, de la cápsula de la bacteria y ha sido
utilizado ampliamente con fines diagnósti-
cos, inmunoepidemiológicos (19-21). En la
búsqueda de marcadores proteicos que nos
permitan entender los mecanismos inmuno-
lógicos asociados con la enfermedad, hemos
podido observar que hay una buena correla-
ción entre los extractos proteicos crudos y
el tiempo de diagnóstico de la enfermedad
(Tabla I), lo que sucede igualmente con el
GLP-1. Si bien el GPL-1, es una molécula de
baja inmunogenicidad, su utilidad en estu-
dios serológicos es limitada a infecciones
con una carga bacilar relativamente alta.
Con el conocimiento del comportamiento

de la respuesta inmune del paciente frente
a diversas proteínas poco estudiadas previa-
mente, podemos tener un mejor entendi-
miento de la infección ya establecida. En
este trabajo se evaluó la relación de la res-
puesta de anticuerpos IgG y de linfocitos T
frente a proteínas micobacterianas encon-
tradas en los extractos proteicos totales de
M. leprae y M. bovis obtenidos por la ruptu-
ra de los bacilos mediante la utilización de
la prensa francesa y algunas otras proteínas
recombinantes. Actualmente con la tecno-
logía ADN-recombinante se dispone de pro-
teínas micobacterianas individuales que
pueden servir como marcadores inmunoló-
gicos para las diferentes formas clínicas de
la enfermedad (7, 16, 22). En estudios pre-
vios se pudo demostrar que hay una dismi-
nución marcada de niveles de IgG frente a
proteínas micobacterianas en los pacientes
sometidos a MDT con una buena vigilancia
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Fig. 4. Proliferación celular en presencia de diferentes antígenos a. MbSA (n=103), b. MbSA exc
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ma de la OMS. Los resultados son expresados en promedio de índice de estimulación (I.E.) ±
error estándar. Un valor de I.E. > 2 es considerado positivo. Prueba estadística realizada Chi
cuadrado. NS con los cuatro antígenos ensayados entre individuos que presentaron 0+ de car-
ga bacilar con aquellos que sí presentaron baciloscopia positiva.



durante el tratamiento (23). Está documen-
tado que los fenómenos reaccionales más
frecuentes en Hansen son del tipo II espe-
cialmente del tipo ENL. Se quiso establecer
si existen diferencias entre los niveles de
anticuerpos de aquellos pacientes que pre-
sentaron episodios del tipo ENL con los que
no presentaban episodios del tipo II frente
a las proteínas totales micobacterianas y las
proteínas individuales de Mycobacterium le-
prae de 30, 10 y 36 kDa. Los pacientes con
ENL presentaron menores niveles de anti-
cuerpos contra las proteínas completas mi-
cobacterianas (MbSA, MbSA excrec y
MlSA), comparado con el grupo de pacien-
tes que no presentaron reacciones. Esta ob-
servación algo sorprendente sugiere que el
ENL es mucho más complejo que una reac-
ción simple entre anticuerpos y antígenos.
De alguna manera se puede pensar que al-
tos niveles de anticuerpos protegen el pa-
ciente frente el desarrollo de fenómenos
reaccionales. Los mecanismos que pudieran
estar actuando y que sean mediados por in-
munoglobulinas serían: mecanismos de
neutralización mediados por anticuerpos
IgG (opsonización), fagocitosis del Patóge-
no (M. leprae) debido a la presencia del re-
ceptor Fc en la superficie de los macrófagos
y por último activación del complemento.
Seria de mucho interés un estudio más
completo de los diversos componentes de
estas reacciones, incluyendo las proteínas
micobacterianas presentes, el isotipo y la
afinidad de los anticuerpos involucrados en
los tejidos (24, 25).

Con respecto a las proteínas micobac-
terianas individuales de 30 kDa, 10 kDa y
36kDa, no hubo diferencias estadísticamen-
te significativas en los sueros de pacientes
con ENL y los que no presentaron episodios
reaccionales tipo ENL. Los valores prome-
dio de anticuerpos tendieron a disminuir
con las proteinas de 10 y 36 kDa de M.le-
prae; con la proteína de 30 kDa se observó
un incremento de los niveles de anticuerpos

con una caída muy lenta en el tiempo de
tratamiento (dato no mostrado). Otros in-
vestigadores han identificado diferentes clo-
nes de expresión que contienen inserto el
DNA del M. leprae con 12 proteínas de
membrana y de secreción, entre ellas
ML2028 cuya movilidad relativa es cercana
a 30 kDa. Ellos evaluaron el reconocimiento
serológicos utilizando un pool de sueros de
pacientes LL/BL y controles de zona endé-
mica y encontraron una reactividad bien es-
pecífica en algunas de estas proteínas re-
combinantes ensayadas (26).

Como es conocido hasta el presente,
los dos más importantes antígenos de M. le-
prae identificados son el glicolípido fenóli-
co-I (GLP-I) y la HSP de 10 kDa. GLP-I es el
antígeno más característico, específico e in-
munoreactivo de la pared celular del M. le-
prae; induce una respuesta fundamental-
mente de IgM importante en pacientes con
lepra, en una manera relacionada con la
carga bacterial (21, 27). Recíprocamente,
la HSP 10-kDa es la mayor proteína citosóli-
ca de M. leprae (MCP-I) y representa una de
las proteínas más abundantes (1% de la
masa bacterial). Igualmente que otros auto-
res, hemos demostrado que la HSP 10-kDa
es capaz de inducir una respuesta IgG y
esta respuesta está estrechamente asociada
con la cantidad de bacilos presentes (28).
Otros investigadores han señalado que los
pacientes que presentan episodios tipo ENL
difieren considerablemente de los grupos
controles, contactos y pacientes que no pre-
sentan ENL en relación a la formación de
complejos inmunes. También han reportado
que determinaciones de anticuerpo libre
anti-GLP-I y anti-10kDa siendo estas meno-
res mostraron diferencias entre los pacien-
tes que presentaron ENL y el grupo control.
Sin embargo, en nuestros estudios no se ob-
servó una diferencia estadísticamente signi-
ficativa entre los pacientes en presencia del
fenómeno y los que no presentaban reac-
ción frente a la proteína de 10 kDa. Otros
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investigadores, realizando ensayos de anti-
cuerpos asociados a complejos inmunes pu-
dieron establecer diferencias entre las dos
condiciones clínicas ensayadas (29).

Como se ha señalado anteriormente,
las reacciones del tipo ENL son episodios
que causan una importante morbilidad en
pacientes con lepra lepromatosa. Sería im-
portante conseguir marcadores que nos
permitan establecer diferencias entre las
formas estables de esta enfermedad con los
procesos reaccionales de manera de lograr
predecir estos fenómenos y tratarlos pre-
ventivamente. Trabajos realizados con sue-
ros de pacientes pertenecientes a zonas geo-
gráficas del sur de la India y de una región
de baja endemicidad del área de Nueva Del-
hi, reportaron que utilizando dos péptidos
(péptido 2 y péptido 3), cuyas secuencias
fueron las siguientes: GVTYEIDLTNKNAA y
IDLTNKNAAKLRGD, respectivamente, pue-
den ser utilizados como potenciales marca-
dores para la identificación de pacientes
con lepra lepromatosa con alto riesgo a de-
sarrollar cuadros del tipo ENL (30-32).

Con los resultados encontrados en la
respuesta proliferativa de los linfocitos T y
con las proteínas ensayadas, observamos
que no hubo diferencia significativa entre
los que presentaban reacciones del tipo II y
los que no presentaban fenómeno reaccio-
nal, a pesar que los valores de índice de es-
timulación (IE) fue siempre menores en
aquellas células T de individuos reacciona-
les frente a las proteínas micobacterianas
(MbSA, MbSA exc., MlSA, Ml 10 kDa) donde
los valores de IE oscilaron entre 1,17 y 3,60
en comparación con los que no presentaron
reacciones del tipo II cuyos valores prome-
dio estuvieron entre 1,09 y 8,93. Por otra
parte, con los antígenos micobacterianos
de referencias BCG, PPD y TT la respuesta
proliferativa fue contraria de lo observado
con las proteínas crudas micobacterianas.
Es interesante mencionar, primero que los
valores de respuesta celular en los indivi-

duos con procesos reaccionales fueron me-
nores a medida que el número de episodios
se incrementaba lo cual puede explicarse
por el tipo de tratamiento (antiinflamato-
rios) utilizados en estos pacientes que pro-
vocan una alteración de la síntesis y libera-
ción de citocinas entre ellas TNF-�, IL1,
IL-2, IL-4, IL-6,IL-8, IL-10, IL-12 e INF-	
(24).Teniendo en cuenta que con los antí-
genos de referencia BCG, PPD los valores
de estimulación de los linfocitos fueron ma-
yores, sería conveniente utilizar otros tipos
de antígenos incluyendo la proteína de 30
kDa o la combinación de más de una proteí-
na con carácter antigénico en los antígenos
utilizados de referencia. En los pacientes
que presentaron 5 ó más episodios reaccio-
nales, los valores de IE fueron siempre más
elevados al menos solo cuando se utilizó la
proteína PPD en comparación con los pa-
cientes que presentaron un solo episodio.
Esto concuerda con observaciones hechas
por Convit y col quienes señalan que aque-
llos individuos que presentaban episodios a
repetición podían mejorar su cuadro inmu-
nológico (11).

En cuanto a la asociación de la inmu-
nidad celular y la carga bacilar frente a las
proteínas ensayadas, no hubo diferencias
significativas entre los que presentaban ne-
gatividad bacilar o una carga positiva (1 a 5
+) con las proteínas de M. bovis PPD y M.
leprae10 kDa. Sin embargo en la Fig. 4 se
puede observar que los índices de estimula-
ción en aquellos individuos bacteriológica-
mente negativos fueron siempre positivos y
mayores en comparación a los que presen-
taron 5+ de BAAR. En esta Fig. están con-
tenidos entre los pacientes bacteriológica-
mente negativos un pequeño grupo de pa-
cientes BT. Otros investigadores han de-
mostrado en lepra que la HSP-10kDa es un
potente antígeno, estimulante de linfocitos
T y es reconocido por poblaciones linfocita-
rias de las formas clínicas Borderline y Tu-
berculoide (33).
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No podemos dejar de mencionar la im-
portancia que presenta conocer el compor-
tamiento de otras proteínas micobacteria-
nas que podrían ser utilizadas con fines
diagnósticos y a su vez su interrelación con
el huésped ya que esto tendría implicación
para el desarrollo de futuras vacunas
(34-36). Igualmente, hay mucha informa-
ción en relación a los procesos de inflama-
ción aguda presente en la enfermedad pero
hasta el momento se desconoce los factores
que lo inician. Por eso la importancia de lo-
grar anticiparse antes que aparezcan los
primeros signos y síntomas del mismo en la
búsqueda de algún marcador que permita
hacer el diagnóstico selectivo.

Actualmente estamos estudiando la
reactividad serológica frente a proteínas re-
combinantes ML 40,7 kDa (ML405-FL), ML
26,5 kDa (ML2331) y una proteína de fu-
sión (LID-1) facilitadas gentilmente por el
Dr Malcom Duthie del Instituto de Investi-
gaciones de Enfermedades Infecciosas,
Seattle USA, las cuales pueden ser utiliza-
das conjuntamente con el GLP-1 con fines
diagnósticos (37).

También hemos realizado un estudio
en áreas hiperendémicas de lepra, en case-
ríos del Estado Cojedes y del Estado Portu-
guesa, orientado hacia la utilización de
marcadores proteicos específicos que nos
permitan discriminar entre pacientes y
personas sanas, más aun con valor predicti-
vo de la enfermedad (38). En esta expe-
riencia se recolectaron 160 sueros (58 sue-
ros de pacientes y 102 sueros de controles
zona endémica) donde fueron probados
con la proteína completa MlSA. De los 102
controles de zona hiperendémica solo 14
sueros (14%) dieron prueba positiva frente
a MlSA y uno (1/14) resultó caso cuando
se corroboró con otras pruebas diagnósti-
cas para Hansen entre ellas serología fren-
te a GLP-I.
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