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1- ANTECEDENTES
1.1- HISTORIA

Aun que no se conoce la fecha exacta del surgimiento de {a lepra (o enfermedad
de Hansen) en el mundo, evidencias apuntan que la referencia mas antigua data
del afio de 1500 antes de la era cristiana, en la India, donde era conocida como
kushtha. Subsecuentemente, la lepra fue llamada de uchedu en Egipto por el afio
de 1300 AC -1000 AC, de fsaraath en Israel (782 AC -732 AC) y de lain ping en la
China entre 281AC- 341AC (1).

Las descriciones clinicas mas antiguas conpatibles con la lepra fueron
encontradas en la India y China y datan del siglo quinto antes de Cristo (1, 2).
Constan de descripciones de hiperestesia, anestesia y deformindades, asi como
ulceraciones cutaneas, pérdida de los dedos y amputacion de la nariz (1).

Hay indicios de que la lepra fue introducida en Italia en el siglo primero antes de
Cristo, por soldados romanos que retornaron a cuidad de Pompeya, después de
luchar en Egipto. La enfermedad se disemind por Europa en la Edad Media,
alcanzando un numero elevado de infectados en la época de las cruzadas. Las
victimas de lepra fueron tan numerosas que la enfermedad era considerada
altamente contagiosa, criandose centenas de leprosarios para la proteccion de la
poblacién . El primer leprosario fue fundado en Nottingham, Inglaterra (625DC -
638 DC); seguido por el de St Gallen en Suiza (720), Palenca en Espafia (1067),
Bergen en Noruega (1400), Culion en Filipinas (1906) y Japon (1907). El miedo
de contraer lepra era tan grande que Philip IV (1285-1312), rey de Francia,
ordené recoger y quemar todas las personas con lepra hasta la erradicacién de
la enfermedad (1). En esta pandemia europea empezé el tratamiento
deshumanizado sufrido por las victimas (2). Los afectados eran excluidos de la
sociedad, escuela, trabajo y familia, desde el diagnostico hasta la muerte (3).

La lepra parece haber sido introducida en las Américas entre los siglos XVI y
XViIil, por medio de los conquistadores europeos y del comercio de esclavos.

Por razones no bien comprendidas, pero probablemente relacionadas a la mejoria
de los servicios de salud y educacion, la lepra sufrié un declinamiento en Europa




apartir del siglo XV. Sin embargo, al final del siglo XIX, la lepra todavia era
endémica en Noruega y en algunas areas del Mediterréneo. Fue en Noruega, en
1873, que el Dr. Gerhard Armauer Hansen descubrié el bacilo, empezando la
leprologia cientifica y la enfermedad pasd a ser conocida de forma alternativa con
el nombre de enfermedad de Hansen (2).

A través de los siglos la lepra ha permanecido como una enfermedad temible con
severas repercusiones sociales para los que la padecen. Hasta la Il Guerra
Mundial, ningun tratamiento efectivo era conocido y las autoridades sanitarias
mantenian sanatorios aisiados para prevenir la diseminacion de la enfermedad
(4). En 1941, Faget en los Estados Unidos fue el primero en utilizar un derivado
de la dapsona (Promin) por via intravenosa para el tratamiento de la lepra.
Cochrane utilizé el mismo medicamento en forma intramuscular en la India en
1946 y en 1947, pero fue Lowe quien introdujo la dapsona (DDS - damino
difenilsulfona) oral en Nigeria. A partir de 1950 la droga se convirtié en la base del
tratamiento de la lepra. Se esperaba que los pacientes fueran curados y la lepra
seria erradicada. Sin embargo, eso no sucedié. En 1960 se torné claro que los
pacientes recidivaban después de un tratamiento largo y regular, en 1970 la
resistencia a la dapsona se tornd un problema real (4). El regimen de tratamiento
con multiplas drogas fue introducido en 1982 por la Organizacién Mundial de la
Salud (5). A partir de entonces los esquemas han sido cambiados y el ultimo
consenso de la OMS en 1998 (6) concluyé que el tratamiento para la lepra
paucibacilar (PB) deberia ser de una dosis Onica de la combinacion de
rimfapicina, ofloxacina y minociclina y el tratamineto de la lepra multibacilar (MB)
deberia ser con el esquema convencional de rifampicina, dapsona y clofazimine,
pero la duracion del tratamineto se reduciria de 3 afos para 1 afio. Con eso la
OMS propuso la erradicacién de la lepra en el inicio del siglo XXI, pero esto

tampoco sucedio6 (7).

1.2- GENERALIDADES

La lepra o enfermedad de Hansen es una enfermedad granulomatosa crénica




causada por Mycobacterium leprae que afecta principalmente los nervios
periféricos, la piel y las mucosas de las vias respiratorias superiores;
secundariamente afecta ojos, higado, testiculos, musculos y huesos (6). Es un
problema epidemiolégico importante, que afecta varios millares de personas en el
mundo, con un importante peso en la salud y economia en los paises en
desarrollo. A pesar de la terapia antibacilar aparentemente curativa,
aproximadamente 1/3 de los pacientes tendran déficit neuroldgico permanente
(6, 8).

La lepra es de importancia particular para los médicos debido la diversidad de
reacciones del hospedero. Ella representa un desaflo para el diagndstico y
también es de interés de los inmunologos, pues esta enfermedad aporta un
modelo para la comprension de la respuesta inmune celular en humanos (1).

1.3- EPIDEMIOLOGIA

Aunque la distribucion de [a lepra sea mundial, predomina en regiones tropicales,
subtropicales y en paises del tercer mundo donde las condiciones econdmicas e
higiénicas son precarias.

La enfermedad es de amplia diseminacién, siendo el problema mas frecuente en
Africa Central y el Sudeste Asiatico; en América, la enfermedad es endémica en
todos los paises, con excepcion de Chile, pero su frecuencia es menor que en
Asia y Africa (9).

La lepra continua siendo un problema significativo en los paises en desarrollo,
con 752,417 casos registrados en el mundo en el afio de 2000, comparado con
1.2 millbnes en 1995. La lepra es altamente prevalente en el sudeste asiatico
(incluyendo India, Filipinas y Corea), en el sur de China, Nueva Guinea y algunas
islas del Pacifico. La mayor parte de los casos (numeros absolutos) reportados en
América se originan en 5 palises: Brasil, Colombia, México, Argentina y
Venezuela, pero otros paises de Centroamérica y Sudamérica también son
afectados (1,10,11,12).

En 1991, la OMS (WHO) propuso un plan para la eliminacion de la lepra como




problema de salud publica para el affo 2000, siendo esa eliminacion definida
como una prevalencia menor a 1 para 10,000 personas (13). El plan de
eliminacién de la lepra en América, implementado por la Organizacién
Panamericana de la Salud (OPS), ha llevado a una reduccién promedio del 30%
del problema; en 1991 se informé que el total de casos fue de 322,186 y para
1993 fueron 219,737 casos totales (14).

En 1995, 5 paises — India, Brasil, Bangladesh, Indonesia y Myannar - contaban
con 76% del numero total de casos en el mundo (8).

AUn con los esfuerzos de la OMS, la lepra contintia siendo un problema de salud
publica en 24 paises. En enero del aio 2000, la tasa de prevalencia en los 11
principales paises endémicos era todavia de 4.1 por 10,000. India mantenia una
prevalencia de 5.0 por 10,000 y 73% de la deteccion mundial (14).

En América, el mayor problema esta en Brasil, con una prevalencia de 4.3 por
10,000 habitantes, seguida por Surinam con una prevalencia de 2.3 por 10 000
en enero de 2000 (7).

En México, 1a endemia es considerada poco intensa con relacién al panorama
mundial, aunque se sigue estimando como problema de salud publica. La tasa de
prevalencia en 1991 y en 1993 fue de 1.85 y 1.06 por cada 10,000 habitantes,
respectivamente; en 1994 existia un total de 9 532 casos registrados, con una
tasa igual a la de 1993 (11). En enero de 2000 habia un total de 2,318 casos
registrados (7).

Un importante problema a considerar es que la reducida prevalencia puede ser
resultado de esquemas de tratamientos cortos y de la eliminacion de registros y
no de una reducién en la incidiencia. De hecho, la incidencia mundial ha
cambiado poco y permanecié en tormno de 500,000 a 800,000 casos
detectados/afio (4). Sin embargo, la OMS ha utilizado el registro de prevalencia
como el principal indicador del proceso de monitorizaciéon por las dificultades
operacionales en la medidas de incidencia (15).

Varios articulos enfatizan que la politica para el control de la lepra no debe
detenerse con el cumplimiento de la meta de eliminacion propuesta por la OMS




(prevalencia menor de 1: 10,000 personas) (4,15). Acreditar que la lepra esta casi
erradicada y desactivar los servicios publicos de salud para su control produciria
un aumento subito de la prevalencia, como ocurrid recentemente con la
tuberculosis. Ademas la historia nos ensefia que la erradicacion de infecciones
micobacterianas tales como la lepra es improbable solamente con la
quimioterapia (16).

La enfermedad se presenta en todas las edades. Sin embargo, las tasas de
incidencia tienen un maximo entre los 10 a 20 afios de edad y los Indices de
prevalencia lo alcanzan entre los 30 a 50 afos. Tanto la incidencia como la
prevalencia general de lepra son mas elevadas en los hombres que en las
mujeres, en la proporcionde 2 a 1 (12).

Generalmente el contacto prolongado y cercano a un enfermo es requerido para
la transmision de la enfermedad. La via de infecciéon mas importante del M. leprae
es la respiratoria, particularmente la nariz y la diseminacién a travéz de lesiones
cutdneas parece ser menos importante (15), aunque hay controvérsia (17).
Ademas, es conocido que los pacientes mas infectantes son los afectados por
lepra lepromatosa virgenes al tratamiento, pues tendran millones de bacilos en la
secrecion nasal y también bacilos viables en las secreciones de heridas abiertas.
E! tiempo de incubacion para la lepra tuberculoide es de mas de 5 afios y puede
ser de 20 afios o mas para la lepra lepromatosa, aunque se han reportado
periodos de incubacién en el rango de 6 meses a varias décadas (1). Se asume
que M. leprae no es muy patdgeno y la mayor parte de las infecciones no resultan
en sintomas. Ademas, los sintomas tempranos de la lepra pueden autolimitarse y
las lesiones cutaneas cicatrizaren espontaneamente (15). Los autores
concuerdan que el factor crucial en el proceso de infeccion de la lepra es la

respuesta inmune del huésped (15).
1.4- AGENTE ETIOLOGICO

El M. leprae pertenece al género Mycobacterium, que se caracteriza por resistir a




la decoloracién con el alcohol acido de la tincién de Ziehl-Nieelsen y teiiirse de
color rojo intenso. Su morfologia es de un bacilo recto o ligeramente curvo, que
mide de 4 a 7 p de largo por 0,3 a 0.4p de ancho (1, 18). El microorganismo es de
vida intracelular obligada y reside dentro de las células de! sistema fagocitico
mononuclear, como macréfagos de la piel y células de Schwann de nervios
periféricos. Dentro de estas células tienden a agruparse en masas compactas
conocidas como globias, que pueden contener 50 o mas bacilos cada una. Hasta
el momento no se ha logrado cultivar in vitro, por lo que ha sido necesario recurrir

a modelos experimentales para su abasto y estudio (1).

1.5- ASPECTOS CLINICOS DE LA LEPRA

El sistema de clasificacion de la lepra mas conocido es el descrito por Ridley y
Jopling en 1966, basado en los aspectos clinicos, bacterioldgicos,
histopatologicos e inmunolégicos de la enfermedad, dividiendo el espectro clinico
de la enfermedad en 5 grupos (LL, BL, BB, BT, TT) (19). En 1974, el mismo autor
(Ridley) propuso una clasificacion histolégica basada en los hallazgos
histolégicos de biopsias de piel. Describié con detalies los hallazgos histolégicos
encontrados para cada una de las 5 formas propuestas anteriormente, pero
agregd6 un sexto grupo: la lepra indeterminada (20). Entre las ventajas de esta
clasificacion esta la aplicabilidad a todos los grupos étnicos e incluso a lepra
experimental en animales y la muy buena concordancia entre patélogos que
utilizaron este sistema de clasificacion (20).

En la clasificacion propuesta, las formas polares se encuentran en los extremos
del espectro, una de las cuales se designa forma benigna o lepra tuberculoide
(TT) y la otra forma, maligna o lepra lepromatosa (LL); ambos polos son
clinicamente estables. Los estadios intermedios se sitian entre las formas
polares y se definen con base a su similitud a estas, constituyendo 3 entidades
clinicas: una central denominada lepra dimorfa o borderline (BB), una mas
cercana al polo TT llamada tuberculoide limitrofe o tuberculoide bordeline (BT) y
otra cercana al polo LL, denominada lepromatosa limitrofe o lepromatosa



bordeline. Las formas intermedias son clinicamente inestables y pueden
desplazarse dentro del espectro. La lepra indeterminada (LI) esta considerada
como la forma inicial de la enfermedad y punto de partida hacia las demas.

La TT es la forma localizada de la enfermedad. Los pacientes presentan una o
pocas lesiones de la piel con anestesia profunda y puede haber un
engrosamiento de los nervios periféricos vecinos. La lesion primaria en la lepra
TT es una placa, que seguidamente asume una configuracién anular con
propagacion periférica y mas clara en el centro. Tipicamente la lesion es
firmemente endurada, elevada, eritematosa, hipopigmentada, anidrética,
alopécica y anestésica. La respuesta inmunoldgica es adecuada (20).

La LL es la forma diseminada y anérgica de la enfermedad. Hay un gran nimero
de bacilos en practicamente todos los tejidos como sangre, piel, nervios, higado,
bazo, musculos, testiculos y medula 6sea. Los nddulos o lepronias pueden
contener hasta 10" bacilos/g de tejido. En las secreciones de pacientes LL como
leche materna, orina y semen, también pueden encontrarse abundantes bacilos
(21). Las lesiones de piel, que son multiples y generalmente con distribucion
simétrica, pueden ser difusas (LL difusa) o nodulares (LL nodular) (21,22).

La lepra bordeline exhibe rasgos tuberculoides y lepromatosos, a menudo con
prevalencia de uno u otro (20,23). En la lepra bordeline tuberculoide (BT) las
lesione cutaneas primarias son placas y papulas. Al igual que en la forma TT, la
configuraciéon anular es comun, pero las lesiones anulares pueden presentar
papulas satélites. La hipopigmentacién puede ser sospechosa en pacientes de
piel oscura. En contraste con la forma TT, tipicamente hay poca o ninguna
escama y menos eritema, menos induracién y menos elevacion, pero las lesiones
pueden tornarse mucho mayores (mas de 10 cm en diametro), con una (nica
lesion afectando a veces toda una exiremidad. Las lesiones en general son
multiples y asimétricas (2). En la lepra borderline bordeline (BB), las lesiones
cutdneas se caracterizan por lesiones anulares con bordes marginados, placas
grandes con islas de piel normal en su interior (aspecto de queso suizo), o la
clasica lesion dimérfica. Esta ultima se caracteriza por una placa elevada y




endurada de configuracion anular pobremente marginada en su borde externo (al
igual de la forma lepromatosa), pero con una margen interna bien definida (al
igual de la forma tuberculoide). En la lepra bordeline lepromatosa (BL), la
expresion clinica es muy variable siendo que 1/3 de los pacientes presentan la
tipica lesién dimorfa, pero también pueden presentar la variaciones en aspecto
de “queso suizo" y lesiones anulares con margen exterior e interior bien
definidas. Ademas, al igual que en la LL, papulas pobremente definidas y nodulos
pueden ser numerosos pero son acompanadas de lesiones marginadas en algun
lugar. Las lesiones varian de solitarias a multiples y diseminadas. De forma
general, las lesiones anulares y en placas son asimétricas y los nddulos son
simétricos. Las lesiones cutdneas son en general hiperestésicas o anéstésicas
pero no necesariamente. La lepra indeterminada es un término utilizado para una
lesién temprana donde la respuesta inmunolégica todavia no se ha definido.
Clinicamente, se caracteriza por una macula hipopigmentada, con o sin déficit
sensorial. Tales pacientes en general evolucionan a la forma BL, pero

ocasionalmente también evolucionan a la forma LL.

1.6- HISTOPATOLOGIA DE LA LEPRA

La revisién que sigue de los aspectos histopatoldgicos de la lepra fueron basadas
en las descripciones de Ridley (20), de Binford & Mayers (24), de Lever (25) y de
Rea & Modlin (2).

|- Lepra Lepromatosa

En la lepra lepromatosa, las lesiones tempranas muestran proliferacion de
macrofagos (histiocitos) alrededor de los vasos sanguineos, nervios y apéndices
dérmicos. A medida que las lesiones progresan, los macrofagos se tornan
repletos de M. leprae y pueden eventualmente sustituir y engrosar la dermis
(Binford y Meyers). Aun que el infiltrado pueda ser masivo, una pequefia zona
clara, subepidérmica y no involucrada es identificada inmediatamente abajo de la
capa basal y es conocida como “Banda de Unna". Los macréfagos infectados son




sostenidos por un delicado estroma y la lesidn esta irrigada por una red de
capilares. Los macréfagos viejos infectados desarrollan vacuolas lipidicas y
presentan el aspecto espumoso. Tales macréfagos caracterizan la lepra
lepromatosa y son llamados células de Virchow. En el desarrollo de las lesiones
los bacilos frecuentemente se encuentran dispuestos agrupados paralelamente.
Mas tarde, las globias pueden sustituir completamente el citoplasma. Cuando la
pared de una célula infectada degenera, los bacilos liberados pueden coalescer y
formar grandes masas de bacilos (globia gigante) cercados por una célula gigante
En la lepra lepromatosa, muchos bacilos estan dentro de pequefios nervios
dérmicos que por otro lado son normales. Ellos también invaden las células
endoteliales de los capilares y de los vasos sanguineos mayores, paredes de
vasos sanguineos, musculos piloerectores y células epiteliales del foliculo piloso.
El M. leprae es la Gnica micobacteria que regularmente invade los nervios. En la
lepra lepromatosa, los macréfagos y células de Schwann adentro de los nervios
contienen bacilos y el aumento de células infectadas puede eventualmente
aumentar los fasciculos y destruir las fibras nerviosas.

Il - Lepra Tuberculoide

En la lepra tuberculoide la mayor caracteristica es la infiltracion de células
epitelioides y linfocitos en cordones o en racimos. Células gigantes tipo Langhans
pueden estar presentes. Usualmente el infiltrado de la dermis superior de la lepra
tuberculoide se extiende hasta adentro del estroma papilar y hace contacto con
las células basales de la epidermis, con ausencia de la banda de Unna. Extenso
infiltrado de células epitelioides y mononucleares en los nervios dérmicos es una
caracteristica particular de la lepra tuberculoide. Células de Schwann pueden
estar infectadas. Los bacilos usuaimente se encuentran dentro de los restos de
las fibras nerviosas. En algunos cortes la visualisacién de muchos campos es
requerida en la busqueda de un Unico bacilo. La proliferacion de células
epitelioides y mononucleares puede destruir las bandas nerviosas
completamente. De hecho, en algunas bidpsias de lesiones tuberculoides




antiguas no se observan los nervios.

Ill- Lepra Borderline

En la lepra borderline, un Unico corte puede mostrar macréfagos con bacilos y
agregados de células epitelioides. Los nervios pueden revelar grados variados de
infiltracion celular intraneural y frecuentemente contienen bacilos. Los bacilos
pueden ser escasos o numerosos dependiendo respectivamente del predominio

de caracteristicas tuberculoide o lepromatosa.

V- Lepra Indeterminada

En la lepra indeterminada, el histopatélogo puede ser capaz de diagnosticar
solamente una discreta dermatitis crénica inespecifica. Hay un minima infiltracion
inflamatoria en los pequefios vasos sanguineos o apendices. Todos los pequeiios
nervios deben ser examinados en busqueda de bacilos, aunque no es débvia la
reaccion inflamatoria intraneural. En estas lesiones tempranas, pocos bacilos
pueden estar en el infiltrado o adentro de las fibras del musculo liso. EI
diagnostico histopatoldgico de una lepra indeterminada no puede ser hecho sin la

demostracion de los bacilos.

Principios de la clasificacion histolégica (propuesta por Ridley)

En la clasificacion de Ridley, cinco caracteristicas histolégicas demonstraron
tener correlacién con la inmunidad y la clasificacién clinica. El primero y el uitimo
poseen un mayor peso cuando utilizamos un valor numeérico: (1) Tipo celular del
granuloma; (ll) Carga bacilar; (lll) Linfocitos; (IV) Nervios y (V) Epidermis y zona
subepidérmica.

Definicion de los grupos: (reproducibilidad de 95%)

TT - Granuloma de células epitelioides con un significante numero de linfocitos y
evidencia de respuesta tisular hiperreactiva. a) profunda y extensa erosién de la
epidermis; o b) caseacion central de fibras nerviosas en la dermis; o ¢)



importante aumento en tamafioc de las fibras nerviosas (mas de 400pum en
diametro) circundado por una zona de linfocitos; o d) células gigantes

commbinadas con la ausencia de zona subepidérmica clara. AFB 0-1+.

BT- Granuloma de células epitelioides afiadido a la presencia de células gigantes
o moderado nuimero de linfécitos o ambos (pero no ambos em la ausencia de
zona subepidermica clara. No hay respuesta tisular hiperreactiva. Las células
gigantes son tipicamente mas del tipo cuerpo estrafio que del tipo Langhans. Los
nervios pueden estar moderadamente edematizados por el granuloma o mostrar
solamente proliferacién de células de Schwann. AFB 0-2 "2+ *

* (ver anexo 1~ AFB (indice de bacilos acido-resistente)

BB- Granuloma de células epitelioides sin células gigantes y solamente escasos
linfocitos distribuidos difusamente. La zona subepidérmica es clara. Los nervios
no estdn muy edematizados poe el granuloma y puede ser normal; puede mostrar
laminacion del perineurio, con infiltracion de células epitelioides. AFB 3-4'%+,

BL- Granuloma de macréfagos con: a) nimeros linfoitos densamente organizados
en por lo menos 1 segmento del granuloma; y/o b) un ocasional pequefio grupo
de células epitelioides (menos comun). Hay algunos cambios espumosos pero no
grandes vacuolas. La zona subepidérmica es clara. Los nervios comumente
muestran perineurio piel-cebolla con alguna infiltracion celular. AFB 4-5'%+,

LL- Granulomas de macrafagos sin células epitelioides y no muchos linfocitos.
Cambios espumosos variables. Zona subepidermica clara. Nervios muestran
perineurio con piel-cebolla sin mucha infiltracién o normal. AFB 5-6'%+,

1.7- RELACION CLIN!CO-PATOLOGICA
En un estudio de concordancia clinico-histopatolégica, Singh y cols (26)
examinaron 111 biopsias de pacientes con diagndstico clinico de lepra utilizando




2 diferentes escalas clinicas (criterios de Ridley-Jopling y criterios de la
Organizaciéon Mundial de la Salud) y una escala de clasificacion histopatolégica
(criterios de Ridley). Las biopsias mostraron evidencia de lepra en 104 de los 111
pacientes (93.69%). La concordancia entre la clasificacion histolégica y la
clasificacion clinica varié de acuerdo a la escala clinica utilizada: para la escala
de Ridley fue de 58.6% y para la escala de la OMS fue 85.6%. La prueba de
kappa mostré una concordancia significativa entre el diagnéstico histopatolégico y
clinico (Z=11.77, P<0.001). Ademas al combinar los subtipos la concordancia
varié del 72.5% al 100% (42). En otro estudio, Porichha et al (27) analizaron 482
biopsias de piel de pacientes con lepra con diferentes formas clinicas y
encontraron que 72.2% de las biopsias tenian histologia con diagnéstico definitivo
de lepra, 14.1% diagnédstico sugestivo y los restantes 13.7% que no tuvieron
evidencia histologica de lepra correspondian en su mayoria a biopsias de

lesiones resueltas.

1.8- REACCION DE LEPROMINA

La prueba de lepromina fue introducido por Mitzuda en 1919, Se realiza una
intradermorreaccién con micobacterias (M. /eprae) obtenidas de nédulos
lepromatosos y muertas por el calor. La reaccién se caracteriza por una reaccién
papulo-nodular en el sitio de la injeccién que alcanza su maximo en 3 a 4
semanas (reaccién de Mitsuda) (2). La prueba sirve para clasificar los pacientes
con BL y LL como no reactivos ( induracién menor a 3mm al 21° dia), pero
pacientes con BT y TT tienen una reaccion positiva (= a 3mm) (25). La prueba
indica la abilidad del paciente en montar una respuesta inmunolégica especifica

mediada por células para los antigenos de M.leprae (1).

1.9- RESPUESTA TH1 Y TH2
La inmunidad protectora anti-micobacteriana depende de la coordinacién de la
actividad de linfocitos y macréfagos. Los macréfagos matan y degradan las




micobacterias ingeridas y sintetizan y secretan citoquinas como interleucina (iL) 1,
IL6, IL12 y factor de necrosis tumoral alfa (TNFw). Ademds, los macréfagos
exponen una diversidad de epitopes microbianos en sus membranas celulares en
el contexto de las moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC)-1
o MHC-Il (Rojas-Espinosa). Estos epitopes expuestos en la membrana de
macréfagos son reconocidos por células T cooperadoras o helper (Th), las cuales
bajo la influencia de factores derivados de macréfagos, proliferan y secretan
citocinas (1,27). Dependiendo de la reaccidn de las células T, la respuesta
resultante puede ser humoral, mediada por células, citotoxica o supresiva. La
activacion de células T helper 1 (Th1) induce la proliferaciéon y secrecién de un
conjunto de factores que incluye el interferon y (INFy), IL2 y IL12, mientras que la
activacion de células TH2 resulta en la proliferacién y secrecion de IL4, ILS, IL6,
IL10 y otras citoquinas (28,29,30,31). In vitro, el INFy suprime la proliferaciéon de
células Th2 (32), mientras que IL4 y IL10 inhiben las células Th1 (30). La IL12
derivada de macréfagos es clave como molécula co-estimulatoria de las células
THA1, pues estimula ellas a sintetizar INFy y otras citocinas.

El INFy estimula la sintesis de Factor de Necrosis Tumoral (TNF) « por los
macroéfagos, este factor induce a los macréfagos a producir oxido nitrico, un
potente metabolito citotdxico, capaz de matar los microorganismos intracelulares
fagocitados, incluyendo el M.leprae (33). Por otro lado, las citocinas secretadas
en un perfil de tipo TH2 (IL4,I1.6,IL10) estimulan las células B a la produccion de
altos niveles de anticuerpos, especificamente de Inmunoglobulinas IgG-1 e IgE
(34). La inmunidad humoral es generalmente protectiva contra microorganismos
extracelulares, pero no protege contra microorganismos intracelulares como es el

caso de la M. leprae.

1.10- TH1 Y TH2 EN LEPRA

Varios investigadores han estudiado las citocinas que expresan las células T en
ambas sangre y lesiones de pacientes con lepra LL y TT. Se piensa que las
citoquinas juegan un papel inmunoregulatorio en ambos proteccion del huésped e



inmunopatogenesis de la enfermedad.

Es bien conocido que la produccién local de citoquinas es diferente en lesiones
lepromatosas de aquellas de ia lepra tuberculoide (35,36). Las lesiones de lepra
tuberculoide tienen un predominio en la respuesta de tipo Th1 con altos niveles
de produccién de 1.2, Interferon y ,IL12 y TNF- a. En contraste, iL4, ILS y IL10
predominan en la lepra lepromatosa, consistuyendo en una respuesta de tipo Th2
(35,36,37,38,39,40). Los trabajos mas importantes que demostraron estos
resultados fueron los de Yamamura (35) y Salgame (36). En el primero se utilizé
la técnica de RT-PCR para estudiar las citoquinas traducidas de lesiones de lepra
TT, donde se encontré alta expresion de INFy y bajos niveles de IL4 (35). En el
trabajo de Salgame vy cols se aislaron clonas de células T CD8+ en lesiones de
lepra BL que inhibieron la respuesta proliferativa de células CD4+ al M./eprae.
Estas células T CD8+ produjeron predominantemente IL4 y ILS, caracteristica de
una respuesta de tipo Th2 (36). De forma similar, en modelos experimentales de
tuberculosis murina se identifica durante la fase de infeccion crénica una
disminucion de la expresion de IL1 y TNFa contrastando con la aparicién de
niveles elevados de TGFp (41,42). Ademas, el desarrollo de ratones knock out ha
permitido establecer una clara asociacién entre proteccién y la produccion de
citocinas de tipo 1 (43,44). Por lo anterior, se acepta que en la lepra TT la
inmunidad celular es mas eficiente que la inmunidad humoral y que las células
Th1 inhiben la activacién de células Th2. En contraste, para la lepra lepromatosa
polar LL, la inmunidad celular especifica es completamente ausente, mientras que
la inmunidad humoral es elevada (1).

Muchos investigadores han tratado de interferir en este perfil inmunolégico,
buscando como resultado de esta modulacién, la transformaciéon de la forma
diseminada de la enfermedad en la forma autolimitada. Citoquinas recombinantes
y INFy han sido utilizadas en la regulacion experimental de la LL, con algin grado
de éxito (1). En 1986, Nathan y cols injectaron intradermicamente 1-3ug de INFy
recombinante por un periodo de 3 dias adentro de una lesién Unica de piel en 6
pacientes con LL y 6 dias mas tarde colectaron biopsias de piel para estudio




histopatologico (45). El INFy recombinante indujo cambios en las caracteristicas
locales de la respuesta inmune celular, incluyendo infiltracion por células
monucleares, disminucion de las células de Langerhans, aumento de la expresion
de HLA-DR y en algunos casos reduccion del numero de bacilos intralesionales.
En un estudio similar, en 1997, con 7 pacientes con LL, se inyectaron varias dosis
de IL2 en cinco lesiones del dorso. Veintiun dias mas tarde, se observé el
desarrollo de reacciones de hipersensibilidad de tipo retardada, incluyendo
eritema e induracioén, infiltrados ricos en células CD4+, monocitos, células de
Langerhans y granulomas epitelioides en los sitios que recibieron altas dosis
(150ug) de IL2 recombinante (46). En otro trabajo con un modelo inmunoldgico
similar, el IL12 recombinante redujo la parasitemia y aument6 significativamente la
sobrevida de ratones infectados por 2 diferentes cepas de Plasmodios (47,48).
Estas observaciones han despertado interés en la posibilidad de terapia
coadyuvante con agentes inmunomodulatorios y podria ser crucial para el
desarrollo futuro de vacunas no solo para la lepra pero también para otras
enfermedades que tengan el mismo modelo inmunolégico, como es el caso de la
tuberculosis, leshimaniasis, toxoplasmosis, malaria, micetomas y otras
(41,42,43,49,50,51).

Por lo tanto, resulta importante determinar cuales son los agentes moleculares
que estan disregulando la respuesta inmunoldgica de tipo 1 (ademas de las
mencionadas anteriormente), guidndola hacia un perfil de tipo 2, con la finalidad
de poder manipularios y restablecer un perfil inmunoldgico protector, el cual
podria coadyuvar con la disminucién del tiempo de tratamiento con drogas
antifimicas. Entre los agentes moleculares que disregulan a la respuesta
inmunolégica de tipo 1, guidndola hacia la Lepra Lepromatosa, podriamos

considerar el TGFp y las prostaglandinas.

1.11- FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE p (TGF- B) Y SUS
RECEPTORES
Desde que se describié por primera vez la capacidad del TGF-B en inhibir la




activacion macrafagica, se ha analizado su papel en la regulacion de la respuesta
inmune. Se le ha estudiado en una variedad de enfermedades infecciosas,
incluyendo virus, bactérias, protozoarios y levaduras. La mayor parte de esos
estudios han involucrado microorganismos que infectan macrofagos (52). Los
pardsitos intracelulares de macréfagos tienden a inducir la produccién de
citocinas por el macréfago, como o TGF-p y la IL-10, evitando asi ser
completamente eliminados parasitos y huésped (52).

El TGF-B es un importante regulador de [a inflamacién, siendo proinflamatorio en
bajas concentraciones y antiinflamatorio en elevadas concentraciones. Este factor
consiste de una proteina dimérica con peso molecular de 25 kDay es producido
por una amplia variedad de células, incluyendo macréfagos, células “Natural
Killer" (NK), células By T (51). Descubierto en 1978, el TGF-3 fue llamado “factor
de crecimiento de sarcoma”. De este péptido se conocen 5 isoformas, en los
mamiferos existen 3 de ellas: las isoformas TGF-p 1, TGF-p 2 y TGF-f§ 3. Las 3
isoformas de TGFB estan codificadas en cromosomas distintos en el humano
como sigue: TGF-f} 1 en 18q13, TGF-B 2 en 141 y TGF- 3 en 14q24. Todas las
isoformas del TGF-§ se sintetizan como precursores diméricos, que se secretan
en el medio extracelular como sus formas inactivas, de las cuales se originan las
formas activas maduras (53,54,55,56,57,58,59).

El TGF-p utiliza receptores con actividad de cinasa, los cuales detectan la
presencia del TGF-pB en la superficie celular, iniciando con ello una serie de
fosforilaciones que son mediadores bioquimicos de las respuestas celulares
inducidos por el TGF-B (58,59,60). Se conocen por lo menos 3 diferentes tipos de
receptores para TGF-fi: T-RI, TB-RIl, TR-RIIl. Los receptores de TGF- tipo | y Il
son receptores de senalizacion de TGF-p (58,59,60,61). La secuencia de
aminoacidos derivadas del cDNA de los receptores tipo | y Il reveld que son
proteinas con una regién transmembranal, otra extracelular localizada hacia el
extremo amino y una citopiasmatica localizada en el extremo carboxilo, esta
ultima con secuencias que la definen como una cinasa de proteinas con
especificidad para serinas y treoninas (58,60,61). La propagacién intracelular de
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la sefial de TGF-j3 se inicia cuando TGFp-RI! forma un complejo mediado por el
ligando con TGFR-RI. Esta asociacion permite al receptor Il fosforilar los residuos
de la region GS del receptor |, causando la activacién de la cinasa del uitimo
(53,54,55,568,59,60,61). La cinasa activada del receptor 1 fosforila a miembros de
la familia SMAD y forma un complejo que es capaz de activar
transcripcionalmente genes inducibles por TGF-p (65,60). Existen en la superficie
celular otras proteinas capaces de unirse al TGF-3 con alta afinidad. Dos de estas
proteinas, el receptor lll, también llamado betaglicano y la endoglina, se clonaron
y tienen papeles especiales dentro del sistema de receptores del TGFf
(56,57,58,61). El papel del TGFpA-RIll esta en la regulacién, pues es capaz de
modular el exceso del factor a los receptores tipo | y Il (56,57,58). Un aspecto
importante es que su forma membranal sirve como precursor de la forma soluble.
De hecho, cuando se encuentra unido a la membrana es un potenciador de los
efectos de TGF-j} y cuando se encuentra de manera soluble es un antagonista de
esos efectos (56,57,58).

Importantes propiedades pro-inflamatorias del TGF-f3 incluyen su habilidad en
reclutar monocitos, células T y neutréfilos en el sitio de inflamacion inicial de la
infeccion, a través de la modulacion de la expresion de moléculas de adhesion
por céiulas endoteliales, ademas de activar monocitos para que secreten IL-1,
PDGF (factor de crecimiento derivado de plaquetas), FGF (factor de crecimiento
fibroblastico), TNF y el proprio TGF-3 (control autécrino) (51,62). Sin embargo, en
altas concentraciones, el TGF-f§ suprime la producciéon de TNFa y 6xido nitrico
(NO) a partir de macréfagos, e inhibe la producion de INFy y TNFa a partir de
células NK. Antagonismo de iL4, IL2 y IL12 por TGF-B también ha sido
documentado (63). La habilidad del TGF- en inhibir la actividad litica de los
macréfagos, por la supresion de la produccién de factores que median radicales
libres del oxigeno y nitrégeno, conduce a la progresién de la infeccion (51). En
modelos experimentales, se ha demostrado que la liberacion de TGF-p1 durante
la infeccién macrofagica resulta en la inhibicién de sus actividades citotéxicas y
co-estimula la proliferacién de células CD8+ (62). Estes efectos pueden ser
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aumentados por la regulacion positiva (“upregulation”) de IL10 derivada de
macréfagos, eventualmente guiando la respuesta de tipo Th1 en direccién a Th2

(51).

1.12- EL SISTEMA CICLOOXIGENASAS-PROSTAGLANDINAS

Se reconoce a la ciclooxigenasa como la enzima que orquesta la produccién de
prostaglandinas (PGs). Dos isoformas enzimaticas han sido purificadas y
clonadas: la ciclooxigenasa 1 (COX 1) y la ciclooxigenasa 2 (COX 2), las cuales
poseen pesos moleculares similares (70Kda) (64). Estas enzimas se encuentran
codificadas por dos secuencias génicas Unicas, localizadas en cromosomas
diferentes. La informacién genética de la COX2 esta contenida en 10 exones y la
secuencia de aminoacidos ya es conocida (64). El promotor contiene una caja
TATA y muchos elementos regulatorios (65,66). En los diferentes microambientes
COX2 se encuentra ausente en condiciones basales, pero su produccién puede
ser inducida en ciertas poblaciones celulares (polimorfonucleares, monocitos,
macréfagos, fibroblastos, células cebadas, células endoteliales) en respuesta a
varios estimulos: mitdgenos, citocinas, lipolisacaridos, hormonas, productos
bacterianos, suero y transformacion oncogénica (64,67). La COX2 esta
involucrada en la producién de PGs a través de la oxidaciéon del &cido
aracquidénico y sus andlogos. El acido araquidonico esta normalmente presente
en las membranas celulares y conectado a fosfolipidos. El primer paso en la
sintesis de PGs es la liberacidon del acido araquidénico por la accién de la
fosfolipasa A2. El acido araquidénico puede, entonces, seguir 2 caminos, el de
lipooxigenasa o de la ciclooxigenasa. La accion de esta Gltima enzima crea un
precursor de prostaglandina que dara origen a las prostaciclinas, tromboxanos y a
las prostaglandinas de la serie E (PGE) y F (PGF) (68). Dentro de las células
productoras de PGE estan los macréfagos, células dendriticas, fibroblastos y en
el microambiente de linfocitos B y otro linfocitos (69,70). Medicamentos como la




aspirina, la indometacina y los anti-inflamatorios no esteroideos (AINES) actian
inhibiendo la ciclooxigenasa (68). Actualmente es conocido que las PGs tienen,
ademas de accion pro-inflamatoria, una importante accion en la inmunidad (68).
Se ha identificado un patrén de respuesta para las (PGE) y agentes que
promueven un incremento en la concentracion de AMPc intracelular, el cual esta
relacionado con una disminucién drastica en la expresién de interleucinas del
perfil tipo Th1 como el IFNy y la IL2, pero no afecta la produccién de IL4 por las
células Th2 (64,65,70,71,72,73,74,75,76,77). IL12 es considerada un mediador
llave para direccionar la respuesta de células Th para un fenotipo Th2. PGE2
inhibe la producion de IL12 en cultivos de sangre total (78).

A nivel inmunolégico, Ia sintesis de COX 2 es promovida por la presencia en el
microambiente de citocinas proinflamatorias (TNFa, IL18) o la presencia de
productos bacterianos (LPS) (79). En general la regulacidn negativa de sus
sintesis es favorecida por la presencia en el microambiente de citocinas de
caracter antiinflamatorio como IL4, IL10 y IL13 (73,74,80). Por otro lado, las
prostaglandinas afectan negativamente la produccion de INFy. Esta inhibicion
reduce los efectos antagonicos de INFy en la produccion de L4 y IL1.

Estudios demostraron que el tratamiento de animales infectados crénicamente
con micobacterias y leishmanias con bloqueadores de COX2 presentaron cambio
en el perfil de interleucinas hacia el polo Th1, con mejoria clinica (70,81,82).

En suma, la expresiéon de COX2 estara aumentada en los casos en que lo niveles
de PGE2 estuvieren elevados. La PGE2 promove el desarrollo de Ia respuesta
Th2 por inhibicién de la produccion de citoquinas Th1, o que favorece a su vez la
producién de citoquinas Th2. Por ese motivo, PGE2 tiene la capacidad de
polarizar la respuesta hacia el perfil Th2.
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2- JUSTIFICACION PARA EL ESTUDIO

La lepra ha despertado el interés de inmunolégos, pues aportando un modelo
para la comprension de la respuesta inmune celular en humanos. Ya esta bien
descrito que en las formas cronicas de lepra que corresponden al polo
lepromatoso predomina la respuesta de tipo Th2. Por otro lado, en el polo opuesto
de lepra tuberculoide predomina la respuesta de tipo Th1, teniendo los pacientes
una forma auto limitada de la enfermedad, con tendencia a la curacion.

Por lo tanto, resulta importante determinar cuales son los agentes moleculares
que estan desregulando la respuesta de tipo 1, guiandola hacia un perfil de tipo
2. Entre los agentes moleculares moduladores de la respuesta inmunoldgica,
podriamos considerar el TGFp y las prostaglandinas.

El TGFp esta siendo estudiado actualmente como un inductor de la respuesta de
tipo Th2 en modelos animales de tuberculosis murina. Por otro lado, la COX2 es
una importante enzima en la produccion de prostaglandinas que también han sido
implicadas en la induccién de la respuesta de tipo Th2.

Es muy importante determinar la expresiéon de estos factores en las formas
polares de lepra para la mejor comprension del comportamiento inmunolégico de
esta enfermedad. Con eso, seria posible generar nuevos conocimientos acerca de
la inmunopatogenia de esta enfermedad. Ademas, este trabajo de investigacion
podria abrir paso para que en el futuro se realicen ensayos clinicos con

pacientes.
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3- OBJETIVOS:

3.1- OBJETIVO GENERAL
Identificar la expresién de TGFB en sus 3 isoformas y sus receptores y COX2 en

lesiones cutaneas de las formas polares de lepra humana.

3.2- OBJETIVO ESPECIFICOS

Comparar la expresion de TGF3 en sus 3 isoformas y sus receptores (a través del
conteo de células positivas para el factor utilizando técnica de
inmunohistoquimica) encontrado en lesiones cutdneas de lepra polar
(lepromatosa y tuberculoide).

Comparar la expresion de COX2 (a través del conteo de células positivas a la
inmunohistoquimica) encontrado en lesiones cutaneas de lepra lepromatosa polar

y lepra tuberculoide.

3.3- OBJETIVO SECUNDARIO
Identificar por medio de rt-PCR otras posibles fuentes locales del factor

transformante beta en la piel.
4- MATERIAL Y METODOS

4.1- POBLACION ESTUDIADA

Criterios de inclusion:

Biopsias de pacientes mexicanos originarios del Estado de Sinaloa
diagnosticados como lepra polar (tuberculoide y lepromatosa) clasificadas de
acuerdo a los criterios de Ridley (ver anexo 2).

Cualquier edad.

Pacientes virgenes de tratamiento.

Criterios de exclusion:

Tejido mal conservado o dafado.
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4.2- DISENO DEL ESTUDIO
Estudio observacional, comparativo, transversal.

4.3- PROCEDIMIENTO

El estudio se llevé a cabo en el Departamento de Patologia Experimental de
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran".

Se buscaron los bloques de parafina que correspondian a biopsias
diagnosticadas como lepra del Archivo de Patologia (casos originarios del Estado
de Sinaloa) y se hicieron cortes para las tinciones de Hematoxilina-Eosina y Ziehl-
Neeisen. Los bloques que no se presentaban como “casetes” fueron nuevamente
incluidos, ya que el aparato electronico de corte de 2 p no acepta otro formato de
blogue que no sea casete.

Se clasificaron los casos de lepra de acuerdo a la clasificacion histoldgica
(criterios de Ridley), utilizando para tal las tinciones de Ziehl-Neelsen y
Hematoxilina-Eosina.

La clasificacién de las biopsias de lepra en polar lepromatosa o tuberculoide fue
realizada por el Dr. Javier Vaquera, patologo del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion “Salvador Zubirdn" y experto en patologia de la lepra. Se
realizd el andlisis de concordancia de Kappa intraobservador después de
pasados 6 meses de la clasificacion de los 60 primeros casos. Para eso, fueron
escojidos al azar 30 casos clasificados dentro del espectro histologico de la lepra
que fueron nuevamente clasificados.

Después de la clasificacion de 50% de los casos, se inici6 la titulacion de los 7
diferentes anticuerpos en estudio hasta encontrar la titulacion adecuada para el
conteo de células positivas en piel. En los ensayos, la titulaciéon varié de 1:50
hasta 1:400 (relacién anticuerpo: Buffer). La ftitulacién adecuada para cada
anticuerpo fue determinada por el tutor principal de investigacion.

Se hicieron cortes seriados de los bloques de parafina a un espesor de 2u y a
seguir se realizé la inmunohistoquimica con los diferentes anticuerpos y
titulaciones estandarizadas previamente. Se utiliz6 la técnica ABC (Avidina-
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Biotina-Peroxidasa), utilizando diaminobenzidina como cromégeno y hematoxilina
como tincién de contraste (método detallado en e anexo 3). Se realizaron 7
tinciones de inmunohistoquimica para cada caso estudiado: anticuerpos para
TGFp 1, TGFp 2, TGFp 3, TB-RI, Tp-RIl, TR-RIll y COX2. Para los casos
estudiados fueron hechos controles positivos y negativos como es de rutina en
los procedimientos de inmunohistoquimica. Al final, se junté 40 laminililas (cada
laminilla es 1 caso), siendo 20 casos tuberculoides y 20 casos lepromatosos para
cada anticuerpo. Siendo 7 los anticuerpos estudiados, el estudio totalizé 280
laminillas.

Analisis Morfométrico (conteo de células positivas): Para la cuantificacién de las
células positivas se utilizé el programa Leica Kwin Colour. Este consiste de un
programa computarizado especifico para el conteo de células marcadas en cortes
histolégicos montados en laminillas. La computadora es adaptada al microscépio
por una fibra optica. El conteo fue realizado bajo una magnificacion de 400X. Ei
campo analizado en este programa computadorizado mide un area de 7177.6
um2. Para el conteo se localizaron con magnificacién de 200X las siguientes
areas: 1-dermis papilar, 2-dermis reticular, 3-dermis perianexial. Se cambid el
aumento para 400X y se contaron las células positivas y negativas en los sitios
anteriormente mencionadas. Las células positivas fueron las que estuvieren
marcadas de color marrén (sea citoplasma o membrana celular de acuerdo al
anticuerpo utilizado). Se realiz6 el conteo en quince campos por laminilla (5
campos para cada regién mencionada). Al final, cada laminilla tuvo 15 campos
analizados, poseyendo cada campo un nimero de células positivas y negativas
en un total de células examinadas. Posteriormente se trabajé con porcentajes de

células positivas. Por ejemplo:

Laminilla1: Campo 1
10+ / 5- = 66.6%de células positivas
15 cél.total




Ademas del analisis morfométrico, realizamos rt-PCR para los receptores y
moléculas del TGF en muestras de piel lepromatosa y tuberculoide (con control
de piel normal). La técnica del RT-PCR estéa detallada en el anexo 4.

4.4- VARIABLES DEL ESTUDIO Y MEDICIONES

Variables numéricas:

Porcentajes de células positivas en las siguientes tinciones de
inmunohistoquimica:

TGFp 1

TGFp 2

TGFp 3

TR-RI

TB-RI

TB-RII

COx2

Variables nominales:

Lepra lepromatosa polar - codificada como nimero 1 en la tabla de Excell.
Lepra tuberculoide polar - codificada como niimero 2 en la tabla de Excell.

4.5- CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA

Para el calculo de tamafio de muestra fue realizado un estudio piloto.

Para tal, se hizo la inmunohistoquimica con los anticuerpos para TGFp 1, TGFp
2, TGFp 3, Tp-RI, Tp-RIIl, y T-RIll y COX2 en las titulaciones estandarizadas. El
ndmero de casos estudiados en el grupo piloto aparece abajo. Para el calculo del
tamafio de muestra se uliliz6 el programa EPISTAT (calculo basado en
diferencias de medias no pareadas). Analizamos los 3 compartimientos para cada
anticuerpo y el nimero de casos utilizados para el calculo varié de 10 a 20. Se
utilizé un alfa de 0.05 y un poder de 90%. El mayor n necesario estimado fue de
13 casos en cada grupo para el RTGFp2 en el compartimiento de la dermis
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papilar. Ver detalles en la tabla 1. Asl, decidimos utilizar un nimero de 20 casos

lepromatosos y 20 casos tuberculoides en este estudio, ya que 20 fue el numero
de casos tuberculoides clasificados. Sin embargo, en algunos de los anticuerpos

solo pudimos analizar 19 casos debido al agotamiento del material disponible.

Calculo del tamafio de la muestra

Localizacion N° de casos|Variancia Menor 1-B= | « n
estudiados (poot) diferencia
entre medias
TGFs 1 Reticutar 10 (5L+5T) 36.5 13 90% 10.05 (6
dermis
TGFp 1 papilar dermis | 10 (5L+5T) 11 11.7 90% 10.05 |1
TGFp 1 periadnexial 10 (5L+5T) 29.9 7.8 80% [0.05 |12
TGFp 2 reticular 10 (5L+5T) 69.2 22.9 90% [0.05
dermis
TGFp 2 papilar dermis | 10 (5L+5T) 99.2 17.7 20% 0.05 |8
TGFp 2 periadnexial 10 (5L+5T) 62.3 19.4 90% |0.05 |6
TGFp 3 reticular 10 (5L+5T) 128.9 16 90% {0.05 |12
dermis
TGFp 3 papilar dermis | 10 (5L+5T) 166.5 20.9 90% 10.05 [9
TGFp 3 periadnexial 10 (5L+5T) 47.4 13.3 90% [0.05 |7
TGFj-RI reticular 10 (5L+5T) 49.3 18.7 90% 0.05 |4
dermis
TGFp-RI papilar dermis [ 10 (5L+5T) 16.7 7.8 90% 10.05 |7
TGFQ-RI periadnexial 10 (5L+5T) 222 14.6 90% ]0.05 |3
TGFp-RIl  |reticular 21 (10L+11T) |30.1 134 90% |0.05 |6
dermis
TGFp-RIl_|papilar dermis |21 (10L+11T) [25.6 7 90% 0.05 [13
TGFp-RII_| periadnexiat 21 (10L+11T) 276 12.5 90% 10.05 16
TGFf-RIIl | reticular 10 (5L+5T) 45.1 15.7 890% |0.05 |6
dermis
TGF{-RIN_| papilar dermis | 10 (6L+5T) 15.4 7.7 90% [0.05 |7
TGFp-RIIl_| periadnexial 10 (5L+5T) 18.5 12.3 90% J0.05 [3
cox2 reticular 20 (10L+10T) |9.9 13.1 80% |0.05 |1
dermis
COox2 papilar dermis | 20 (10L+10T) |14 17.1 90% 10.05 |1
cox2 periadnexial 20 (10L.+10T) |13.2 15.1 90% 0.05 |1

4.6-ANALISIS DE CONCORDANCIA
Se realizdé analisis de concordancia intraobservador, a través de la prueba de

Kappa, esperando una concordancia especifica mayor de 0.5. En esta prueba se
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reanalizaron 30 laminillas escojidas por la alumna de maestria después de 6
meses de la primera clasificacion de los casos. Se incluyeron los 6 tipos
clasificables de lepra. En seguida se cubrié la etiqueta de las laminillas con un
papel oscuro a fin de cegar el observador. Se obtuvo un valor de Kappa= 0.74
(IC 0.68 — 0.76).

4.7-ANALISIS ESTADISTICO

Se efectud descripcion de las variables mediante medidas de tendencia central y
dispersién con calculo de promedios + desviacion estandar para variables
continuas con distribucion Gaussiana y con Medianas y valores minimos-maximos
y/o porcentajes para variables categoéricas y/o con Distribucion no Gaussiana.

En las medidas cuyos promedios tenian distribucién normal se realizé la prueba
estadistica de T de student para muestras independentes precedida por la prueba
de Levene para identificar igualdad de variances.

En los casos cuyos promedios no tenian distribucién normal, la prueba estadistica
escojida fue la U de Mann-Whitney.

La significancia se establecera para una p< 0.05.

4.8- FINANCIAMENTO DEL PROYECTO

El estudio se llevé a cabo en el Departamento de Patologia Experimental del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran". Todo el
material necesario para realizar este protocolo fue aportado por dicho
Departamento. Los anticuerpos utilizados en este protocolo ya se encontraban
disponibles y el restante del material fue parte del material utilizado de forma
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5- RESULTADOS

5.1- TIPOS CELULARES POSITIVOS A LA IMNMUNOHISTOQUIMICA
Se identific6 que los tipos celulares positivos a la inmunotincién para los

anticuerpos estudiados fueron:

Receptor del factor transformante beta 1
LL — Infiltrado dérmico: macréfagos (células de Virchow) e linfocitos.
Células endoteliales, epidermis y anexos
LT- iInfiltrado dérmico: raras células epitelioides, poca positividad en células
gigantes.
Menor positividad en epidermis y anexos.

Receptor del factor transformante beta 2:

LL — Infiltrado dérmico: macréfagos (células de Virchow).
Epidermis y anexos
LT - Infiltrado dérmico: raras células epitelioides, poca positividad en células

gigantes, raros linfocitos.
Epidermis y anexos.

Raceptor del factor transformante beta 3:

LL — Infiltrado dérmico: macroéfagos (células de Virchow), raros linfocitos.
Epidermis y anexos

LT — Infiltrado dérmico: células epitelioides, raros linfocitos.

Epidermis y anexos.
Factor transformante bela 1

LL - Infiltrado dérmico: macréfagos (células de Virchow) y linfocitos.

Endotelio
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LT - Infiltrado dérmico: células epitelioides, positividad en células gigantes.
Endotelio

Factor transformante beta 2
LL — Infiltrado dérmico: macréfagos (células de Virchow) y linfocitos.
Endotélio, fibroblastos, epidermis y anexos.
LT- Infiltrado dérmico: células epitelioides, positividad en celulas gigantes,raros
linfocitos.
Endotelio, epidermis y anexos.

Factor transformante beta 3

LL ~ Infiltrado dérmico: macréfagos (ceélulas de Virchow) y linfocitos.
Endotelio, fibroblastos, epidermis y anexos.

LT - Infiltrado dérmico: células epitelioides, linfocitos.
Endotelio, fibroblastos, menor positividad en epidermis y anexos.

Obs: Se encontrd positividad en epidermis, anexos y endotelio, también en piel
normal en los seguientes anticuerpos: TGFp 2, TGFB3, RTGFp2.

Ciclooxigenasa 2

LL- Infiltrado dérmico: macrofagos (células de Virchow)
LT- Infiltrado dérmico: muy raro (células epitelioides)

33




5.2- ANALISIS MORFOMETRICO

Para el analisis morfométrico (conteo), solamente consideramos las células del
infiltrado inflamatorio de la dermis, en 3 compartimientos distintos: dermis
reticular, dermis papilar y perianexial. A continuacién se describen los resultados
obtenidos a partir del conteo de células positivas del infiltrado inflamatorio en ia

inmunohistoquimica de los 7 anticuerpos estudiados.

Receptor del factor transformante beta 1

La distribucién de los datos de esta muestra fue normal (Tabla 1).

Los valores promedios (porcentages) de células positivas para este anticuerpo asi
como los valores de t y significancia estadistica son presentados en la Tabla 2.

En la dermis reticular, los valores promedios fueron de 37.3% (+17.7%) para la
forma LL y de 14.0% (% 9.0%) para la forma LT (5.2, p< 0.001).

Para la localizacién dermis papilar, fueron positivas un promedio de 45.4%
(+16.5%) para la LL y de13.8% (+:8.9%) para la LT ( t=7.3, p<0.001).

En el compartimiento perianexial se verificdé un promedio de 34.5% de células
positivas con una desviacion de 16.0% para la LL, mientras que para la LT se
encontré un promedio de 12.7% con una desviacién de 9.5% (t= 5.2 con p<
0.001).

Receptor del factor transformante beta 2

Los valores de esta muestra tuvieron distribuciéon normal (Tabla 3).

{.os valores promedios (porcentages) de células positivas para este anticuerpo asi
como los valores de t y significancia estadistica son presentados en la Tabla 4.
Los valores promedios (porcentages) de células positivas encontrados para este
anticuerpo en la dermis reticular fue de 49.9% +11.3% en LL y de 16.0% £13.0%
en LT( =8.76, p<0.001).

En la dermis papilar los promedios encontrados fueron de 44.8% * 15.2% para LL
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y 16.9%  12.8% para LT( =6.2, p<0.001).
Los prbrhédibs encontrados en ‘el compartimiento perianexial fue de 50.1% =+
12.7% para LL y 16.9% + 12.6% para LT (t=8.2, p<0.001).

Receplor del factor transformante beta 3

La distribucién de los datos de la muestra no fue normal (Tabla 5) .

Los valores de medianas y valores minimos y maximos de los porcentages de
células positivas para este anticuerpo, asi como valores de la U de Mann Whitney
y significancia estadistica se muestran en la tabla 6.

En la dermis reticular, la mediana de células positivas fue de 52.8, con valor
minimo de 26.1 y maximo de 81.0 para LL y para LT la mediana fue de 12.0 con
un valor minimo de 4.4 y maximo de 49.9 (U=9.0, p<0.001).

En la dermis papilar, la mediana de células positivas fue de 46.5, con valor
minimo de 23.3 y maximo de 76.6 para LL y para LT |a mediana fue de 13.4 con
valores minimos de 6.9 y maximos de 30.0 (U=4.0, p<0.001).

En la dermis perianexial, la mediana de células positivas en LL fue de 48.8 con
valores minimos de 24.9 y maximos de 77.6 y para LT la mediana fue de 9.7 con

valores minimos de 1.5 y maximos de 41.5 (U=4.0, p<0.001)

Factor transformante beta 1

La distribucién de los datos de la muestra fue normal (Tabla 7).

Los valores promedios (porcentages) de células positivas para este anticuerpo asi
como los valores de ¢ y significancia estadistica son presentados en la Tabia 8.
Los promedios de células positivas encontrados en la dermis reticular para LL
fueron 54.6% + 16.6% y para LT de 22.4% + 9.8% (t=7.4, p<0.001).

En la dermis papilar el promedio encontrado fue de 51.7% +15.4% para LL y de
23.4% +13.4% para la LT(t=6.18, p< 0.001).
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En el compartimiento perianexial los promedios obtenidos fueron de 55.6% *
15.8% para LL y 24.6% +14.0% para LT(t=6.5, p<0.001).

Factor transformante beta 2

La distribucion de los valores de la muestra fue normal (Tabla 9).

Los valores promedios (porcentages) de células positivas para este anticuerpo asi
como los valores de t y significancia estadistica son presentados en la Tabla 10.
Los promedios de células positivas al anticuerpo en la dermis reticular fue de
58.1% +10.4% para LL y de 32.0% + 11.7% para LT (£=7.3, p<0.001).

En la dermis papilar los promedios fueron de 60.0% +16.3% para LL y 37.7%
+14.4% para LT(t=4.5, p<0.001).

En dermis perianexial los promedios fueron de 54.1% 18.0% para LL y 30.0%
+14.3% para LT (£=6.5, p<0.001).

Factor transformante beta 3

La distribucion de los valores de la muestra fue normal (Tabla 11).

Los valores promedios (porcentages) de células positivas para este anticuerpo asi
como los valores de t y significancia estadistica son presentados en la Tabla 12.
Los promedios de ceélulas positivas al anticuerpo en la dermis reticular fue de
67.9% +12.7% para LL y de 53.6% * 10.8% para LT (t=3.8, p<0.001).

En la dermis papilar los promedios fueron de 68.6% +11.5% para LL y 54.3%
+12.5% para LT(£=3.6, p=0.001).

En dermis perianexial los promedios fueron de 69.1% +11.7% para LL y 54.0%
+10.9% para LT (f=4.2, p<0.001).

Ciclooxigenasa 2

La distribucién de los datos de la muestra no fue normal (Tabla 13).
Los valores de medianas y valores minimos y maximos de los porcentages de
células positivas para este anticuerpo, asi como valores de la U de Mann Whitney
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y significancia estad(stica estan en ia tabla 14.

- En la dermis reticular, la mediana de células positivas fue de 55.1, con valor
minimo de 35.0 y maximo de 67.0 para LL y para LT la mediana fue de 0.7 con un
valor minimo de 0 y maximo de 4.1 ( U=0, p<0.001).

En la dermis papilar, la mediana de ceélulas positivas fue de 52.0, con valor
minimo de 30.0 y maximo de 78.0 para LL y para LT la mediana fue de 1.8 con
valores minimos de 0 y maximos de 7.9 ( U=0, p<0.001).

En la dermis perianexial, la mediana de células positivas en LL fue de §5.6 con
valores minimos de 25.0 y maximos de 79.6 y para LT la mediana fue de 1.7 con

valores minimos de 0 y maximos de 6.1 (U=0, p<0.001)
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6- DISCUSION

Son pocos los estudios del TGFpB en lepra humana. Los resultados encontrados
en este estudio reprodujeron lo reportado en la literatura investigada, excepto
para los receptores de TGFf3, para los cuales no se encontrd bibliografia con
datos comparables. En nuestro estudio el TGFf1 mostré alta expresion,
aproximadamente dos veces mas en la forma lepromatosa que en la forma
tuberculoide. Lo mismo ocorrié con las otras dos isoformas (TGFp 2 y TGFp 3)
pero las diferencias entre los porcentajes disminuy6 siendo cerca de 1.8 veces y
1.3 mas expresado, respectivamente en la LL. Goulart y ccls, en Brasil (83)
analizaron 41 biopsias de diferentes formas clinicas de lepra a través de
inmunohistoquimica para TGF-p1. Encontraron que en las formas lepromatosas y
bordeline lepromatosas, las células del infiltrado eran fuertemente positivas y la
reaccion no fue detectable en las formas bordeline tuberculoide y tuberculoide
polar. Los resultados extremos encontrados en este trabajo pueden ser resultado
de la no utilizacion de sistemas de recuperacion antigénica que disminuyen la
sensibilidad del método inmunohistoquimico, ademas de que en ese estudio no se
realizé analisis morfométrico computadorizado y se estudié un numero muy
pequeiio de casos polares. Ademas, no hubo aplicacion de pruebas estadisticas.
En oftro estudio realizado por los mismos autores (84), fue determinada la
concentracion de TGF-$1 en células adherentes aisladas de células
mononucleares de la sangre periférica de pacientes con diferentes formas
clinicas de lepra e individuos sanos. Las células adherentes liberaron TGF-31 en
todas las formas de lepra y también en individuos sanos, sin embargo las
concentraciones fueron mas altas en lepra lepromatosa y bordeline lepromatosa
(con eritema nodoso leproso), mientras que las lepras tuberculoides tuvieron los
niveles mas bajos incluso que los controles (84). Este estudio también apoya
nuestros resultados, sin embargo, la técnica utilizada no permite interpretaciones
in situ de lo que esta pasando en los tejidos afectados.

Williams y cols (85) estudiaron el TGFp en sus tres isoformas (g1, B2 y , §3) en
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lesiones cutdneas polares de lepra humana. Elios encontraron que la expresién
de TGFB1 estuvo presente en la forma lepromatosa y ausente en la forma
tuberculoide. EI TGFp2 fue fuertemente positivo en macréfagos en la lepra
lepromatosa, y fue también positivo en macréfagos, fibroblastos, células
endoteliales en la forma tuberculoide. EI TGFf33 fue no reactivo en la forma
lepromatosa y fuertemente reactivo en la forma tuberculoide. De nuevo, la
discordancia entre nuestros resultados y los resultados encontrados en este
estudio pueden haber sido por la falta del uso de soluciones recuperadoras de
antigenos asi como por el pequefio niimero de casos estudiados (lepromatosa
n=3 y tuberculoide n=7), y por la ausencia de analisis cuantitativa de la expresién
del TGF y consecuentemente de analisis estatistico. Nuestros resultados
sugerien, al igual que los trabajos revisados (83.84,85), que los mecanismos
supresores de la inmunidad celular en la lepra lepromatosa pueden estar
mediados por TGF-p3 1. El hecho de que el TGF-3 este elevado en la fase crénica
de infecciones por agentes intracelulares, sugiere que agentes
inmunomoduladores con efectos anti-TGF-p tendrian buenas perpectivas
terapéuticas futuras.

La observaciéon de la intensa inmunoreactividad de las isoformas de TGFp2,
TGFB3 y RTGF-B2 en endotelio, epidermis y anexos, sugerié la posibilidad de que

ellas podrian estar siendo producidas por células epiteliales y endotelial Para
aclarar esta duda, se realizé rt-PCR in situ para las 3 moléculas mencionadas. El
n-PCR fue positivo para TGFp-1 y RTGF-B2 en ambas formas lepromatosa y
tuberculoide, en epidermis y anexos, y también en el control de piel normal. Esos
resultados sugieren que las células epiteliales pueden ser fuentes potenciales de
ambas moleculas y su produccion es estimulada por determinadas interleucinas
liberadas localmente.

Las diferencias encontradas en los resultados de este estudio en relacién al
anticuerpo COX2 fueron muy marcados. La expresion de COX2 fue cerca de 30
veces mayor en la lepra lepromatosa. Estos resultados también estan de acuerdo
a los resultados referidos en modelos animales en otras patologias con patégenos
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intracelulares como la tuberculosis, Enfermedad de Chagas, Leishmaniasis
(81,82,86,87,88). En modelos experimentales con ratones, Sibley et al encontré
que macréfagos peritoneales de ratones infectados por M. leprae producian
elevados niveles de prostaglandina E2 in vitro. El defecto de activacion
macrofagica fue seguido por el aumento en la produccion de PGE2 y fue revertido
por indometacina (89). En un estudio con cobayos no se detecté PGE en los
sobrenadantes de cultivo de células de granulomas (90). En otro estudio, Misra y
cols encontraron que los monocitos infectados de pacientes lepromatosos pero no
con lepra tuberculoide liberaban factores solubles que contenian IL-10 y PGE2
(91). Por otro lado, Dhawan y cols, al medir los niveles de prostaglandina F2a en
el suero de 10 pacientes con lepra lepromatosa, la detectaron en solamente 2 de
los casos (92). Los resultados de este estudio no fueron los esperados por ellos.
Sin embargo, los autores dan algunas explicaciones, como una posible
interferencia de la terapéutica multi-drogas recibida por los pacientes y el hecho
de que la PGE2 y PGF2a fueran mutualmente antagonistas. Esto llevaria a la
hipotesis de que la PGE2 podria estar elevada en los pacientes lepromatosos
(69). No hay trabajos publicados a cerca de la expresién de COX2 en lepra.

Los resultados encontrados en nuestro estudio sobre COX-2 apoyan lo publicado
en la literatura cientifica actual. La clara definicidén de los modelos de respuesta
inmunolégica en la lepra puede permitir, en un futuro muy préximo, el desarrollo
de nuevos esquemas terapéuticos. La inmunomodulacién promete ser en los
préximos afios un tratamiento revoluciondrio, asi como fue el surgimiento de las
sulfonas. Medicamentos inmunomoduladores afnadidos a los quimioterapicos y
antifimicos podran acortar los esquemas de tratamiento y quizd erradicar

completamente esta enfermedad milenaria del planeta.

40




7- CONCLUSIONES

A\
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v

La expresién intensamente positiva del TGFB y sus receptores en la forma
lepromatosa apoya la hipdtesis de que esta familia de citocinas pueden ser
factores importantes en la induccién y mantenimiento de la respuesta

inmunoldgica de tipo Th2.

La expresion fuertemente positiva de COX2 en la lepra lepromatosa y
practicamente nula en la forma tuberculoide confirma el papel de las
prostaglandinas en el mantenimiento de la respuesta de tipo Th2 en la forma

diseminada e la lepra.

Como perspectivas futura, la posibilidad de utilizar bloqueadores de COX2 y
del TGFp con la finalidad de modular la respuesta inmune podrian ser
benéfica para el desarrollo de terapias alternativas capaces de reconvertir una
respuesta de inmunidad celular desfavorable a una favorable, con lo cual se
podria combinar al esquema terapéutico convencional para hacerla mas
eficiente y acortar el tiempo de tratamiento.
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8- TABLAS

Tabla 1- Prueba de normalidad de los resultados del RTGFf3-1

Prueba de Kolmogarov-Smirnov

% de células tipode valor significancia
positivas lepra estatistico
dermis reticular LL 0.089 0.20

LT 0.123 0.20
dermis papilar LL 0.100 0.20

LT 0.147 0.20
Dermis LL 0.108 0.20
perianexial LT 0.152 0.20

Tabla 2- Analisis de los resultados del RTGFA1.

% de células tipo de N média desviacién error valor significancia
_positivas lepra estandar estandar _det (2 colas)

dermis reticualr  LL 20 37.33 17.78 3.97 522 0.000

LT 20  14.02 9.05 2.02
dermis papilar LL 20 45.43 16.56 3.70 7.35 0.000

LT 19 13.83 8.92 2,04
derims LL 20 34.53 16.02 3.58 5.22 0.000
perianexial LT 20 12.74 9.53 2.13
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Tabla 3- Prueba de normalidad de los resultados del RTGFp-2

Prueba de Kolmogorov-Smimov

% de células tipo de  valor significancia
positivas lepra estatlstico
dermis reticular LL 0.160 0.19
LT 0.134 0.20
dermis papilar LL 0.164 0.18
LT 0.135 0.20
Dermis LL 0.146 0.20
_perianexial LT 0.129 0.20

Tabla 4- Analisis de los resultados del RTGFp2.

% de células tipode n média desviacién error valordet significancia
_positivas lepra esténdar ___estandar (2 colas)

dermis reticualr  LL 20 49.93 11.34 2.53 8.764 0.000

LT 20 16.09 13.01 2.91
dermis papilar LL 20 44.87 15.24 3.40 6.256 0.000

L 20 1695 12.88 2.88
derims LL 20 50.12 12.70 3.84 8.279 0.000
perianexial LT 20 1692 12.65 2.83
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Tabla §- Prueba de normalidad de los resultados del RTGFp-3

Prueba de Kolmogorov-Smimov

% de células tipo de lepra valor estatistico  significancia
. positivas
: dermis reticular LL 0.106 0.20
LT 0.228 0.01
dermis papilar L 0.093 0.20
LT 0.201 0.04
Dermis LL 0.113 0.20
_perianexial LT 0.209 0.02

Tabla 6- Andlisis de los resultados del RTGFp3.

% de células tipo de n median valores valores valor significan
positivas lepra a minimos méximos de U cia
{2 colas) _

Dermis reticular  LL 20 5280 26.10 81.00 9.0 0.000

LT 20 12,10 4.40 49.80
Dermis papilar LL 20 46.50 23.30 76.60 4.0 0.000

LT 19 13.40 6.90 30.0
Dermis LL 20 48.80 24.90 77.60 4.0 0.000

_perianexial LT 20 10.15 1.50 41.50




Tabla 7: Prueba de normalidad de los resultados del TGFB-1

Prueba de Kolmogorov-Smimov

% de células tipo de lepra  valor estatistico  significancia
positivas
dermis reticular LL 0.142 0.20
LT 0.124 0.20
dermis papilar LL 0.114 0.20
LT 0.152 0.20
dermis LL 0.139 0.20
_perianexial LT 0.148 0.20

Tabla 8- Andlisis de fos resultados del TGFB1.

% de células tipo de n média desviacién error valor de significancia
_positivas lepra estandar  __ estandar ! ____ (2colas)
dermis reticualr  LL 20 5468 1664 .72 7.45 0.000

LT 20 22.44 9.86 2,20
dermis papilar LL 20 51.76 15.44 3.45 6.18 0.000

LT 20 23.46 13.43 3.00
derims LL 20 55.62 1582 3.53 6.56 0.000
perianexial LT 20 2461 14.01 3.13

45



Tabla 9- Prueba de normalidad de los resultados de! TGFj-2

Prueba de Kolmogorov-Smirmov

% de células tipo de lepra  valor estatistico significancia
positivas
dermis reticular LL 0.127 0.20

LT 0.180 0.08
dermis papilar LL 0.131 0.20

LT 0.175 0.1
Dermis LL 0.135 0.20
perianexial LT 0.135 0.20

Tabla 10- Andlisis de los resultados del TGFp2.

% de células tippde n média desviacién error valor significancia
_positivas lepra _ estandar __estdndar det  (2colas)_

Dermis reticular  LL 20 58.13 10.49 2.34 7.38 0.000

LT 20 32.07 11.78 263
Dermis papilar LL 20 60.05 16.33 3.65 4.56 0.000

LT 20 37.79 14.46 3.23
Dermis LL 20 5419 8.08 1.80 6.56 0.000
perianexial LT 20 30.04 14.32 3.20
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Tabla 11: Prueba de normalidad de los resultados del TGFp-3

Prueba de Kolmogorav-Smimov

% de células tipo de valor estatistico significancia
positivas lepra
dermis reticular  LL 0.112 0.20

LT 0.159 0.20
dermis papilar LL 0,101 0.20

LT 0.121 020
dermis LL 0.105 0.20
perianexial LT 0.143 0.20

Tabla 12- Andlisis de los resultados del TGFp3.

% de células tipode n média desviacion  error valorde t significancia
_positivas lepra estandar estdndar . (2 colas)

dermis reticular  LL 20 6797 12.76 2.85 3.81 0.000

LT 20 53.69 10.81 241
dermis papilar LL 20 e8.61 11.54 2.58 3.69 0.001

LT 20 54.37 12.50 2.86
dermis LL 20 69.13 11.72 2.62 4.21 0.000
perianexial LT 20 54.00 10.97 245
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Tabla 13- Prueba de normalidad de los resultados de COX2

Prueba de Kolmogorov-Smirnov

% de células
positivas
dermis reticular

dermis papilar

dermis
perianexial

tipo de valor estatistico . significancia

lepra .

LL 0.112 0,20
LT 0.211 0.02
LL 0.137 0.20
LT 0.203° 0.03
LL 0.112 : 0.20

LT 0.191 : - 0.05

Tabla 14- Analisis de los resultados de COX2,

% de células tipo de n mediana valores valores valorde significancia
_positivas lepra minimos méximos U (2 colas)

dermis reticular  LL 20 55.16 35.00 67.06 0.0 0.000

LT 20 070 0.00 4.12
dermis papilar LL 20 52.05 30.00 78.00 0.0 0.000

LT 20 1.80 0.00 7.98
Dermis LL 20 55.60 25.00 79.60 0.0 0.000
perianexial LT 20  1.78 0.00 6.10
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11- ANEXO 1
AFB — [ndice de bacilos acido-resistente

Namero de bacilos por campo (objetiva de imersion)* : AFB

21,000 .o
100 - 1,000..

* Referencia 2
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12- ANEXO 2

Complemento de la clasificacién histopatolégica de Ridley (para lepra)

Se debe escoger una de las alternativas para cada par (por ej. B o | para A)

| Clasificacion Indeterminada
J Clasificacion TT

K Clasificacion BT

L Clasificacién BB

M Clasificacion BL

N Clasificacion LL

A1- Hay la presencia de granuloma..........cccoveeiiereniienecsiacenvesisenscnsnens S—| B
A2- Ningun granuloma fue encontrado en 1a SECCION.........covvmivrierisinniniiin s
B1- El granuloma esta compuesto predominantemente

parcélulas epitelioidas. .uuiauumissssssiistsireisioas s C
B2- EL granuloma esta compuesto predominantemente ‘

POr MACTOfAGOS....ciiiieiiriiiiiiiiei st ssaar s ssas e sses G
C1- Hay una pofunda y extensiva erosién de la epidermis........ccccveereeeeens e

C2- La epidermis no esta involucrada, o hay solamente

una punta de erosién o solamente la capa basal destruida o

solamente infiltracion celular...........civieiiiiiincciiine s D
D1- Hay caseacién central de los nervios dérmicos o

edema masivo (mayor de 400um) con una zona de linfocitos

alrededor del nervio..........ccueriieeeniiiiininnes i J

D2- aumento menos severo del nervio............

E1- (1) células gigantes estan presentes (2) moderado numero



de linfocitos estan presentes con cierto agrupamiento

(3) no esta clara la zona SUbePIdErMICa...........c.ovvvieinmimninniernrnen J
E2- una o mas de las caracteristicas anteriores es perdida.........ccccoereenrineees F
F1- Hay o células gigantes o un moderado infiltrado

de lNfOCIOS 0 @MDBOS......eiiciiiiiiiiicit st K
F2-No hay ni células gigantes ni lINfOCItoS......cceevviiiimuniiniinieie. vl “
G1-Granuloma muestra uno o dos grupamientos de células epitellodés..;....L ’
G2- Células epitelioides eStan AUSENLES..........ceveeeerermieriniseervessereens i H

H1- Linfocitos son numerosos cubriendo todo el granuloma
o varios segmentos del granuloma

H2 -Linfocitos son solamente moderado en nimero )
en pequefios agrupamientos o escasos N
O para subdivisiones de LL
R subgrupo LLp
S subgrupo LLs
01 — La lesién es histologicamente activa...........cc...cocovviiirerecriisecrinnieseseresranns P
02 — La lesion es histologicamente regresiva...........cciiieenenniennnnineereennaien Q

P1 - Los macréfagos tienen abundante citoplasma espumoso
(difuso o en pequenas vesiculas); linfocitos SON €SCas0s.........ccccviieerervvieenens S

Q1 - Linfocitos son escasos (excluyendo lesiones de ENL),

vacuolas gigantes, se presentes, presentan membrana delgada.................. R

Q2 — Hay un numero apreciable de linfocitos (excluyendo ENL)
Cualquier vacuolas gigantes son mas

comunes en céluls multinucleadas...........occcccvviriirerreeiieriecrinnieciieeninneescesnsnssees S
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12- ANEXO 3

Método ABC (Complejo Avidin-Biotina)

Este método aprovecha la gran afinidad que tiene la avidina para unirse a cuatro
moléculas de biotina y el complejo de tres peroxidasas unidas a la avidina.

El cromégeno utilizado como revelador en este método la diaminobenzidina
(DBA); la reaccion positiva es de color ocre la cual puede variar de intensidad y
estar localizada en el nticleo, en el citoplasma o en la membrana.

1- Se utilizan tejidos fijados en formol amortiguado a 10% durante 24 a 48% e
incluidos en parafina.

2- Cortar en microtomo a 2 micra.

3- Colocar en laminilla tratada con adhesivo (poli-L-lisina o silano)

4- Las laminillas con los cortes se meten el horno a 60°C durante 30 minutos.

§- Desparafinar y hidratar pasando por xilol, alcohol absoluto, alcohol 96°,
agua comun y agua destilada.

6- Recuperacion antigénica: Se utilizard Target (lab Dako) diluido 1:10 , en
bafo Maria a temperatura de 98° durante 40 minutos.

7- Enfriar hasta la temperatura ambiente.

8- Lavar con PBS (pH 7.6) durante Smin.

9- Bloquear peroxidasa endégena con H202 al3% durante 1 hora.

10- Decantar

11- Lavar con PBS durante 5 min.

12- Bloquear proteinas y incubar por 10 min.

13- Decantar

14- Aplicar en anticuerpo primario a dilucién y incubacion estandarizada para
el procedimiento

16- Decantar

16- Lavar con PBS a chorro.




17-
18-
19-
20-
21-
22-
23-
24-

26
27-
28
29-

Lavar con PBS durante 6 minutos.

Adicionar el anticuerpo secundario biotinilado y incubar por 20 min;
Lavar con PBS durante 6 min.

Aplicar el complejo avidina-peroxidasa y incubar por 20 minutos.
Lavar con PBS durante 6 min.

Agregar el cromogeno (DBA)

Observar al microscépio hasta obtener la reaccion positiva.
Poner en agua destilada

Contrastar con Hematoxilina de Meyer durante 10 min.

Lavar con agua comin

Virar con agua amoniacal

Desidratar pasando por: alcohol a 96°, alcohol absoluto y xilol
Cubrir
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13- ANEXO 4

Método de rt-PCR

1- Cortes de piel (3p) fueron montados en laminillas silanizadas
2- Desparafinar a 60°C por 18 hs

3- Xileno 37°C media hora

4- Xileno temperatura ambiente por 10 minutos

5- Xileno temperatura ambiente por 10 minutos

6- Alcohol absoluto temeratura ambiente por 10 minutos

~
'

Alcohol 75° temperatura ambiente por 10 minutos
8- Alcohol 50° temperatura ambiente por 10 minutos
9
10- Agua con dietil (temperatua ambiente) por 10 minutos

Alcohol 25° temperatura ambiente por 10 minutos

11- Lavar con PBS 7.35 molar por 3 minutos.

12- Proteina AK (enzima) ~ 30 a 37 minutos hasta 10 milimolar

13- Inactivar con calor , dejar herver por 15 segundos y retirar del microondas.

14- Acido acetico 20% - 15 segundos y lavar con PBS otra vez.

15- Tratar con DNAase (Lab Gibco) al 1%

16- Se incuba a 37/ durante 20 minutos y luego inactivar a 65°C por 10
minutos

17- Lavar otra vez con PBS (todos los lavados son de 3 min)

18- Poner incubando por 1 hora a 37°C: 50 ul de buffer con RT (Transcriptasa
Reversa) (1x, Gibco BRL), DTT 0.01 M, dNTP mix 0.05mM (Gibco BRL),
1.25pg de oligo dt y 400 U de MMLV (Maloney Murine Leukemia virus
Reverse Transcriptase)- (Gibco BRL)

19- Los cortes fueron sellados utilizando el “Assembly toll “( Perkin Elmer)

20- El RNA fue eliminado por incubacion con 3 U RNAase vy fijado
nuevamente por imersidon con 4% de paraformaldeido en buffer sorensen
durante 3 min a 4°C.
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21- La reaccion en cadena de la polimerasa fue realizado incubando los
cortes de tejido con 50 ul de buffer para reaccién 1x (Gibco BRL) 1.5 U Taq
polimerasa, 2 mM HgCL y dNTPs etiquetadas con digoxigenio (Boehringer
Mannheim)

22- {Lavar con PBS por 3 minutos

23- Meter al PCR en el termociclador (Touch Down Hybaid) por 94°C por 4
min para desnaturacion, después 1min a 60°C para anelamiento y por 1
min por 72°C para extension por 35 ciclos.

24- Lavar con PBS por 3 minutos

25- Lavar con tris-burato sédico (TBS) por 10 minutos — 2 lavados

26- Poner el anticuerpo

27- Incubar por 30 minutos

28- Lavar tres veces con TBS (10 minutos cada lavado)

29- Revelar con fosfatasa Alcalina 30 minutos

30- Lavar con TBS (2x) 10 minutos cada

31- 1 lavado con agua destiliada

32- Fast Red por 30 minutos

33- 3 lavados con agua (rapidos)

34- Alcohol 96° por 5 minutos

35- Alcohol absoluto por 3 minutos
36- Xileno por 3 minutos

37- Montar

OBS: La expresién de actina fue utilizado como control positivo y el control
negativo fue piel normal em la cual se realiz6 todos los procedimentos,
excepto la colocacién de los primers de citoquinas.
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Receptor TGFB 2 — Lepra lepromatosa
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Receptor TGFB 3 — Lepra lepromatosa
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TGFB 1 - Lepra lepromatosa
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TGFB 2 — Lepra lepromatosa
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TGFB 3 ~ Lepra lepromatosa
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COX2 - Lepra lepromatosa
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