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Resumen. El término “reaccion” es usado en lepra para describir sinto-
mas y signos de inflamacion aguda. En la forma multibacilar de la enfermedad
se producen reacciones tipo Il, es decir, eritema nodoso lepromatoso (ENL).
El 6xido nitrico (ON) podria jugar un papel en la respuesta del huésped, don-
de la produccién elevada de ON estaria involucrada en cuadros inflamatorios
agudos. En este trabajo se evalta la produccion de ON en suero y en sobrena-
dantes de cultivos de células mononucleares (CMN). EI ON fue medido indi-
rectamente por el método de Griess. En suero, el 52% de los pacientes con
ENL (15/29) presentd niveles de nitritos/nitratos mayores de 30 uM; asi,
8/15 presentaron una concentracion de 36,38 & 5,71 uM; 1/15 de 70,5 uM y
6/15 mayor de 100uM (205,97 = 5 uM). En concordancia con estos resulta-
dos, se encontr6é que sélo los sobrenadantes de cultivos de células mononu-
cleares de los pacientes con ENL colectados a las 120 horas de incubacién
presentaron niveles significativamente elevados de nitritos/nitratos (10 pM
6,53), en comparacion con los sobrenadantes de los polos estables de la enfer-
medad, lepra lepromatosa y lepra tuberculoide, cuyos valores fueron 2,52 pM
+ 1,18y 2,69 uM =+ 1,07, respectivamente. Los resultados muestran niveles
relativamente incrementados de nitritos/nitratos en el grupo de pacientes
con estado reaccional tipo Il (ENL), lo cual sugiere la participacién de la
iNOS en este grupo.
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Increase in nitric oxide concentrations in serum and
mononuclear cell cultures from patients with Type Il reaction
state of Hansen’s disease.
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Abstract. The word “reaction” is used in leprosy to describe signs and
symptoms of acute inflammation. Type Il reactions, including erythema nodo-
sum leprosum (ENL) occur in the multibacillary forms of Hansen’s disease. Ni-
tric oxide (NO) could play a role in the response of the host, where a high NO
production would be involved in acute inflammatory processes. In this paper
we evaluate NO production in serum and in the supernatants of mononuclear
cell cultures (MNCC), measured indirectly by Griess’ method. The results ob-
tained in serum showed that 52% of patients with ENL (15/29) had a produc-
tion over 30 pM, distributed as follows: 8/15 had a mean concentration of
36.38 = ?75.71 yM; 1/15, 70.5 pM and 6/15 had a mean concentration greater
than 100 uM (205.97 = 5 pM). Forty eight percent presented nitrite and ni-
trate levels lower than 30 uM (18.93 £ 6.15). Only supernatants of mononu-
clear cell cultures from ENL patients collected at 120 hours of incubation pre-
sented NO production levels higher than 10 uM = 6.53, as compared with the
supernatants from the stable polar forms of the disease (lepromatous leprosy
and tuberculoid leprosy), where values were 2.52 yM += 1.18 and 2.69 uM +
1.07, respectively. These preliminary results show a different metabolic acti-
vity in the group of patients with Type Il reaction state (ENL).
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INTRODUCCION

La lepra sigue siendo un problema de
salud publica en muchas partes del mundo.
Esta enfermedad presenta un amplio espec-
tro de manifestaciones clinicas e histopato-
l6gicas, las cuales son un reflejo de la res-
puesta inmunolégica del individuo ante la
bacteria invasora, Mycobacterium leprae. En
una region del espectro, hay una ausencia
de respuesta inmune celular frente al agen-
te causal, la cual es especifica para el M. le-
prae y no hacia otras micobacterias (1). La
progresion de la enfermedad es lenta e in-
dolente, pero en algunos casos hay cambios
en el estado inmunoldgico del individuo de-
sarrollando episodios agudos representados

por los estados reaccionales que pueden ser
de tipo | y de tipo Il (2-4). El eritema nodo-
so lepromatoso (ENL), el méas frecuente de
las reacciones de tipo Il, se presenta en pa-
cientes con lepra lepromatosa (LL) y oca-
sionalmente con lepra lepromatosa border-
line (BL) debido a la formacién de comple-
jos inmune, como respuesta de anticuerpos
al glicolipido fendlico (GLP-I1) y otros anti-
genos presentes en el bacilo (5). Estas reac-
ciones pueden presentarse antes, durante o
post-tratamiento y deben ser diferenciadas
de recaidas.

El 6xido nitrico (ON) puede jugar un
papel importante en la respuesta inmune
del huésped, donde la produccion elevada
de ON estaria involucrada en cuadros infla-
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matorios agudos. Muchos datos sobre de-
sérdenes con reacciones pro-inflamatorias
Thl involucran a macréfagos activados y
neutrofilos, sefialando una actividad des-
tructiva por la expresion de la enzima sinta-
sa inducible del 6xido nitrico (iNOS), con-
tribuyendo asi al dafio tisular local (6). Aln
cuando escasos trabajos han demostrado
una alta produccién de oxido nitrico en cé-
lulas humanas in vitro, macréfagos activa-
dos indudablemente juegan un papel impor-
tante en la resistencia del huésped a infec-
ciones bacteriales. La iNOS es la enzima
responsable de la sintesis sostenida y eleva-
da de ON por macroéfagos activados. EI ON
podria jugar un papel microbicida que ha
sido poco investigado en Hansen. ElI ON es
altamente inestable y se transforma en ni-
tritos/nitratos.

Como una primera etapa de estudio, en
este trabajo se midieron los metabolitos de
oxido nitrico (nitritos/nitratos) en suero y
en los sobrenadantes de cultivos de células
mononucleares en pacientes con la enferme-
dad de Hansen, incluyendo aquellos que pre-
sentan estado reaccional tipo I, ENL.

MATERIALES Y METODOS

1. Pacientes

Los pacientes estudiados procedian de
la Seccion Clinica del Instituto de Biomedi-
cina, en Caracas, Venezuela. Para clasificar
la forma de la enfermedad de acuerdo a la
escala Ridley-Jopling (7), se usaron crite-
rios clinicos, bacteriolégicos e histopatold-
gicos. Se evaluaron 84 personas, de las cua-
les 56 fueron pacientes distribuidos en el
espectro de la enfermedad: 16 pacientes
multibacilares (MB) no reaccionales, 29 pa-
cientes multibacilares reaccionales tipo
ENL y 11 pacientes paucibacilares (PB). El
resto (28) fueron personas sanas provenien-
tes del Banco Municipal de Sangre del Dis-
trito Capital, quienes conformaron el grupo
control (edad promedio: 35,97 =+ 13,33

afos). Todos los pacientes eran adultos con
una edad promedio de 41,48 + 14,75 afios,
representados por 82% del sexo Masculino y
18% del sexo Femenino. Los pacientes, al
momento de la toma de la muestra, no ha-
bian sido sometidos a tratamiento.

2. Determinacion de nitrito y nitratos
(NO,/NOy)

Los niveles de nitritos/nitratos fueron
medidos en suero y sobrenadantes de culti-
vos de células mononucleares usando la
reaccion de Griess (8). Brevemente, 50 pL
de reactivo de Griess fueron afadidos a 50
pHL de suero, incubado por 10 minutos a
temperatura ambiente y la absorbancia fue
medida a 570 nm. Los resultados obtenidos
fueron referidos a un patrén de nitrito de
sodio y expresado en pmolar.

3. Separacion de células mononucleares
(CMN)

Células mononucleares provenientes
de 20 mL de sangre periférica fueron obte-
nidas mediante centrifugacion a 400 g du-
rante 30 minutos, en un gradiente de densi-
dades con Ficoll-Hypaque (d=1.077) y lue-
go fueron cultivadas in vitro en placas de 96
pozos fondo plano. A cada pozo se afiadid
100 uL provenientes de una suspension ce-
lular que contenia 1 x 108 CMN/mL. Los so-
brenadantes fueron recolectados a las 24 y
120 horas de cultivo y conservados a — 20°C
para la posterior determinacion de ON. Los
pacientes escogidos para el ensayo en culti-
vo no fueron relacionados con los niveles sé-
ricos de ON.

Analisis estadistico

Las muestras fueron analizadas por du-
plicado para los sueros y en triplicado para
los sobrenadantes de cultivo de las células
mononucleares. Los resultados fueron ex-
presados como la media de los valores +
desviacion estandar. La comparacion de las
medias fue analizada mediante la prueba
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t-de Student para datos pareados y no parea-
dos, con un nivel de significancia del 95%
de confianza.

RESULTADOS

El 52% (15/29) de los pacientes ENL
presentaron niveles de ON en el suero > 30
UM en comparacién con los niveles de ON
de los pacientes MB no reaccionales y PB,
quienes presentaron estos niveles en menor
proporcion, 31% (5/16) y 27% (3/11), res-
pectivamente. En el grupo control solo el
14,29% presento valores > 30 uM (Tabla I).

Células mononucleares (CMN) fueron
cultivadas in vitro durante 24 y 120 horas.
CMN de todos los grupos estudiados presen-
taron niveles mas bajos de NO, a las 24 ho-
ras que a las 120 horas. No se encontraron
diferencias significativas en la concentra-
cién de NO, en los cultivos de CMN a las 24
horas de todos los grupos, pero presentaron
valores de ON mas bajos (p < 0,05), que los
cultivos de 120 horas, excepto en el grupo
PB (p = 0,1). A las 120 horas de cultivo,

sélo el grupo con ENL presentd niveles de
produccion de NO, / NO5 mayores a los ob-
servados en las CMN de los polos estables
de la enfermedad MB y PB y en el grupo
control (p < 0,05) (Tabla II).

DISCUSION

La produccion de intermediarios nitro-
genados por macrdéfagos es esencial para la
defensa del huésped, particularmente para
ejercer acciones bactericidas y tumoricidas.
El éxido nitrico es una molécula inestable
encontrada en los sistemas bioldgicos y es
rapidamente convertida en nitritos y nitra-
tos. Hay evidencias de produccién de nitra-
to endogeno, especialmente en respuesta a
estimulos inflamatorios donde la produc-
cién de nitrato in vitro podria estar induci-
da por los macrofagos muridos en presencia
de lipopolisacéarido (9, 10).

Macroéfagos activados pueden convertir
la L-arginina a NO," en presencia de la enzi-
ma iNOS, con el desarrollo de una actividad
citotoxica contra células tumorales (11) y

TABLA |

CONCENTRACION DE OXIDO NIiTRICO (uM) SERICO EN PACIENTES

CON LA ENFERMEDAD DE HANSEN

Pacientes Concentracion de NO,/NO;
> 30 uM <30 uM
ENL n=29 36,8 +5,71* (8/15) 18,93 + 6,15
70,5 (1/15)
205,97 £ 5,0 (6/15)
(15/29) (14/29)
MB n= 16 35,67 £+ 5,69 152+ 3,1
(5/16) (11/16)
PBn=11 36,07 £ 4,72 (2/11) 15,27 £ 7,79
117,8 (1/711)
(3/11) (8/711)
Controles n= 28 66,70 = 11,41 8,16 + 6,26
(4/28) 24/28)

* Los resultados son expresados como media * desviacion estandar.
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TABLA 11
PRODUCCION DE OXIDO NiTRICO
EN SOBRENADANTES DE CULTIVO
DE CELULAS MONONUCLEARES
A DIFERENTES HORAS DE INCUBACION

Pacientes Concentracion de NO;/NO; (UM)
24 horast 120 horas?
ENL 2,28* 10,93
n=5 + 0,79 + 6,53
MB 1,14 2,52
n=8 + 1,20 +1,18
PB 1,84 2,69
n =6 +0,9 + 1,07
Controles 1,27 3,67
n=5 + 0,76 + 1,98

*Resultados son expresados como media =+ desviacion
estandar. !Concentracién de NO,/CMN/24 horas de
cultivo. 2Concentracion de NO,/CMN /120 horas
de cultivo.

frente a infecciones bacteriales (12,13).
Hay pocos trabajos donde reportan que ma-
créfagos humanos sean capaces de expresar
iNOS y presentar actividad enzimética. No
so6lo se ha encontrado actividad de ON en
procesos infecciosos como VIH, Helicobac-
ter pylori, Mycobacterium tuberculosis, ma-
laria e infecciones del tracto respiratorio y
urinario, también se ha observado en una
diversidad de enfermedades autoinmunes y
enfermedades inflamatorias crénica (6). El
gen iNOS de humanos presenta un promo-
tor altamente complejo, desconociéndose
los mecanismos transcripcionales que regu-
lan la expresién de ON.

En la literatura existen muchos datos
de desOrdenes humanos con predominante
reaccién proinflamatoria Thl que involucra
a macroéfagos y neutrdfilos activados, con
una actividad destructiva por parte de ON
contribuyendo a dafio tisular local.

Aunque la estimacion de los niveles de
nitritos/nitratos por el método de Greiss en
suero esta sujeta a variacion por diversos

factores inespecificos como: dieta, presen-
cia de proteinas séricas, habito de fumar,
presencia de lipidos (14,15) y a pesar de
que en nuestras condiciones experimentales
tales factores pudiesen estar presentes, el
valor promedio de los niveles de NO,/NO;
de todos los sujetos controles fue de 25,1 +
3,59 uM, valor que esté en el rango reporta-
do por otros investigadores (16). Basados
en este valor y considerando las limitacio-
nes experimentales y la posible sobreesti-
macion de los niveles de nitritos/nitratos
en nuestras mediciones, se tomo el valor de
30 pM como punto de referencia.

Los niveles de NO,/NO; de los pacien-
tes MB fueron de 33,9 = 12,16 uM, ligera-
mente superior al valor de referencia. Los
pacientes PB presentaron niveles de 28,83
=+ 9,68 pM, mientras que en los pacientes
ENL se encontraron niveles de 63,73 =+
15,30 pM, los cuales resultaron mayores
que el valor de referencia con una diferen-
cia significativa con respecto al control de
p< 0,05.

En el grupo de personas evaluadas, in-
cluyendo 56 pacientes del espectro de la en-
fermedad y 28 individuos sanos, se encontro
una fuerte correlacion entre altos niveles de
metabolitos de ON en suero y la presencia
del estado reaccional tipo ENL. Cincuenta y
dos por ciento de los pacientes ENL presen-
taron valores de ON = 30 pM en compara-
cion con 31% de los pacientes lepromato-
sos, 27% de los pacientes tuberculoides y
14% de controles sanos. En estudios pre-
vios, realizados en este laboratorio fueron
reportados niveles de nitrito en suero, tanto
en pacientes MB y PB. En los pacientes MB
se evidencio una disminucion de los niveles
de nitritos/nitratos con el tratamiento, la
cual estuvo correlacionada con la reduccion
de la carga bacilar en estos pacientes (17).

En los sobrenadantes provenientes de
cultivos de células mononucleares de pa-
cientes ENL se observé un incremento sig-
nificativo de ON, a las 120 horas de cultivo,
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en ausencia de antigeno micobacterial,
mientras que en los sobrenadantes de los
grupos de pacientes MB, PB y grupo control
no se encontraron variaciones. Este resulta-
do, indica que las células mononucleares de
los pacientes ENL producen ON en ausencia
de proliferacién celular. Ademas permite in-
ferir la prevalencia en la produccion de ON
en algunos pacientes ENL, aun en ausencia
de estimulacion antigénica. Se desconocen
los mecanismos moleculares responsables
de tal efecto.

Trabajos reportados con macréfagos de
pacientes con Hansen demuestran que los
macrofagos/monocitos de pacientes lepro-
matosos BL/LL y tuberculoide BT/TT fue-
ron capaces de producir ON en ausencia de
estimulacién. Sélo los macrofagos de los pa-
cientes BL/LL fueron capaces de producir
altos niveles de ON durante el primer dia de
cultivo y hubo una disminucién gradual con
el tiempo de cultivo. En cuanto a los macro-
fagos de personas normales, mostraron ni-
veles muy bajos de liberacion de nitrito
(16).

Estudios previos reportaron altos nive-
les de NO, /NO; (1817 = 492 puM) en la
orina de pacientes Etiopes que presentaron
reacciones de reversion tipo 1 (18). En el
presente trabajo, los antigenos utilizados
para los ensayos de proliferacién celular
fueron proteicos, no encontrandose correla-
cion entre la estimulacion de los linfocitos y
la produccion de nitritos y nitratos (dato no
mostrado). Esto indica que la produccién
de ON y proliferacion celular bajo alguna
circunstancia pueden ser procesos indepen-
dientes. Probablemente la produccion de
ON esté asociada a la naturaleza bioquimica
del antigeno. En tal sentido, seria intere-
sante plantearse estos mismos ensayos utili-
zando ciertos componentes micobacteriales
como el glicolipido fendlico.

A pesar de las limitaciones metodolégi-
cas, en este trabajo se detectd un incremen-
to relativo en los niveles de ON, tanto en

suero como en cultivo, en el grupo reaccio-
nal. Es poco probable que tal incremento
esté asociado a factores inespecificos (die-
ta, habito tabaquico, proteinas séricas, etc).
Los resultados no son consistentes con tal
premisa, tanto en el grupo control como los
MB y PB, sujetos a los mismos factores, no
se observo elevacion en los niveles de nitri-
tos/nitratos; la elevacién se presenta sélo
en el grupo ENL, siendo este resultado co-
rroborado en los sobrenadantes de los culti-
vos celulares del mismo grupo, donde los
factores inespecificos estan minimizados.

La evaluacion del ambiente de citoqui-
nas en este grupo reaccional seria impor-
tante para poder correlacionar el microam-
biente celular con la presencia de ciertos
activadores (citoquinas) y la produccion de
ON. Trabajos previos, utilizando métodos
inmunocitoquimicos en piel de lesiones de
pacientes con lepra y en pacientes que pre-
sentaron reacciones de reversion tipo I, en-
contraron que la expresion iNOS fue mayor
en el polo tuberculoide del espectro y se in-
crementa en los estados reaccionales tipo I.
También observaron que TGF-§ estuvo pre-
sente a lo largo de todo el espectro de lepra
encontrandose elevado en el polo leproma-
toso (19). Se conoce que el TGF-4 inhibe la
INOS inducida por TNF-a/INF-y y reaccio-
nes tipo 1 tienen muy bajos niveles de
TGF-8, mucho menos de lo encontrado en
resto del espectro (19). Su reduccién po-
dria ser un factor importante en la produc-
cion de una respuesta inflamatoria no regu-
lada y asi contribuir a la promocién de la fi-
brosis y, como consecuencia, afectar a los
nervios periféricos, caracteristica de la pa-
tologia destructiva de lepra.

Un estudio de cohorte en Etiopia re-
porta que el 27% de los pacientes con lepra
presentaron reacciones recurrentes (20).
Otro grupo ha estudiado a pacientes BL
quienes desarrollaron ENL, seguido de una
reaccion de reversion 12 meses despues
(21). Con este conocimiento los pacientes
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reaccionales son un grupo complejo de ana-
lizar, con una serie de manifestaciones cli-
nicas entre ellas n6dulos eritematosos, pire-
xia, poliartralgia, paniculitis y neuritis.

Este estudio sugiere la existencia de al-
teraciones en la produccion de ON en el gru-
po reaccional tipo Il. Seria interesante incre-
mentar el nUmero de pacientes y hacer estu-
dios con métodos més sensibles y especificos
de la expresion y actividad de la enzima iINOS
en pacientes con estado reaccional tipo I1.
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