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RESUMEN

La lepra es una enfermedad crénica de largo periodo de incubacién con
consecuencias discapacitantes, cuyo diagnostico se realiza una vez presentadas las
manifestaciones clinicas. En el Paraguay un nimero de 300 casos al afio se ha estado
manteniendo durante los ultimos afios. El principal grupo de riesgo de enfermedad
son los contactos sanos de personas infectadas sin tratamiento y para controlar la
transmision se ha vuelto necesaria la identificacion de biomarcadores
correlacionados a la infeccion. En el presente estudio piloto, se pretende caracterizar
el perfil inmunoldgico de pacientes con lepra multibacilar (MB), paucibacilar (PB) y
sus contactos intradomiciliarios (CMB y CPB) que recurrieron al PNCL entre los
afios 2018 y 2020 antes del inicio del tratamiento. Para ello, fueron evaluadas
muestras de sangre y suero de 23 pacientes (16 MB y 7 PB) y 17 contactos
intradomiciliarios (14 CMB y 3 CPB) reclutados antes del inicio de tratamiento.
Mediante ensayos de ELISA in house se evaluaron anticuerpos contra antigenos
especificos de Mycobacterium leprae como PGL-I (IgM) con el cual se obtuvo
serorreactividad de 81% en MB, 28% PB, 14% CMB y 0% CPB, en cuanto al LID-1
(IgG) so6lo 63% de pacientes MB presentaron serorreactividad. Mediante qPCR se
detecto ADN de M. leprae en 11/16 MB, 5/7 PB, 5/14 CMB y 2/3 CPB. La
evaluacion del cambio en la expresion génica de las citocinas IFN-y, IL-12, IL-1B e
IL-4 se realiz6 por RT-gPCR y para IFN-y se observd diferencia significativa entre
MB y PB (p=0,0371). En cuanto a los contactos, se observd una tendencia de
aumento del cambio de la expresion de IFN-y, IL-12 en CMB comparado con el
grupo CPB. No se observo diferencia en la expresion génica de IL-1p e IL-4 en los
grupos estudiados. La caracterizacion del perfil inmunol6gico mediante diversas
técnicas laboratoriales y los resultados obtenidos en este trabajo seran empleados
como base para apoyar al Programa Nacional de Control de Lepra asi como para
lanzar nuevos estudios de biomarcadores buscando la deteccion precoz y tratamiento
oportuno en personas con riesgo a contraer la infeccion.

Palabras claves: Mycobacterium leprae, Ensayo de Inmunoadsorcion
Enzimatica, Reaccion en Cadena de la Polimerasa, Sistema Inmunoldgico
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ABSTRACT

Leprosy is a chronic disease with a long incubation period with disabling
consequences, the diagnosis of which is made once the clinical manifestations have
been presented. In Paraguay, a number of 300 cases per year has been maintained in
recent years. The main group at risk of disease are healthy contacts of infected
people without treatment, and to control transmission, the identification of
biomarkers correlated to the infection has become necessary. In the present pilot
study, the aim was to characterize the immunological profile of patients with
multibacillary (MB), paucibacillary (PB) leprosy and their household contact
contacts (CMB and CPB) who resorted to PNCL between 2018 and 2020 before
starting treatment. To do this, blood and serum samples from 23 patients (16 MB and
7 PB) and 17 household contacts (14 CMB and 3 CPB) recruited before the start of
treatment were evaluated. Through in-house ELISA tests, antibodies against specific
antigens of M. leprae such as PGL-1 (IgM) were evaluated, with which seroreactivity
of 81% in MB, 28% PB, 14% CMB and 0% CPB was obtained, in terms of LID-1
(1gG) only 63% of MB patients presented seroreactivity. By gPCR, M. leprae DNA
was detected in 11/16 MB, 5/7 PB, 5/14 CMB and 2/3 CPB. The evaluation of the
change in the gene expression of the cytokines IFN-y, IL-12, IL-1B and IL-4, was
carried out by RT-gPCR and for IFN-y a significant difference was observed
between MB and PB (p=0,0371). Regarding the contacts, a trend of increasing
change in the expression of IFN-y, IL-12 was observed in CMB compared to the
CPB group. No difference was observed in the gene expression of IL-1p and IL-4 in
the groups studied. The characterization of the immunological profile through
various laboratory techniques and the results obtained in this work will be used as a
basis to support the National Leprosy Control Program as well as to launch new
biomarker studies seeking early detection and timely treatment in people at risk of
contracting the infection.

Keywords: Mycobacterium leprae, Enzyme Linked Inmunosorbent Assay,
Polymerase Chain Reaction, Immune System.
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VIH: Virus de la inmunodeficiencia
Humana

EDTA: Etilen diamino tetra acético

PBS-T: Buffer fosfato salino con
Tween 20

BSA: Alblmina de suero bovino
OD: densidad éptica

ADN: Acido desoxirribonucleico
ARN:: Acido ribonucleico

ML SON: Mycobacterium leprae
sonicado

MIT: mitdégeno
GPT: transaminasa glutdmico piravica

GOT: transaminasa glutamico
oxalacética

GGT: Gamma-glutamil transferasa
FA: Fosfatasa alcalina

BT: Bilirrubina total

BD: Bilirrubina directa

BI: Bilirrubina indirecta

HIV Ag/Ab: antigeno y anticuerpo
anti virus de la inmunodeficiencia
humana

HBsAg: antigeno del virus de la
hepatitis B

HCV: virus de la hepatitis C

HTLV Iy II: virus linfotrépico
humano de células T tipo I y |1
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1.1. Generalidades de la enfermedad de Hansen o Lepra

1.1.1. Epidemiologia de la enfermedad
La enfermedad de Hansen o Lepra es una enfermedad infecciosa granulomatosa
cronica cuyo agente causal es Mycobacterium leprae. Esta micobacteria tiene un
tropismo por la piel y células de Schwann de los nervios periféricos, presenta un
periodo de incubacion de un promedio de 5 afios y puede avanzar a trastornos
motores mas graves conduciendo a discapacidades si los pacientes no reciben
tratamiento o si reciben un diagnostico tardio (1). La predileccion del bacilo de la
lepra por el sistema nervioso periférico causa entumecimiento, dafio a los nervios y,
gradualmente, la desfiguracion de las extremidades y la descomposicion de los
tejidos, lo cual ha sido la causa fundamental del miedo y el estigma asociados con
esta enfermedad durante siglos. Se trata de una enfermedad antigua, con informes de
casos que datan desde hace mas de 3000 afios. Esta enfermedad parece haberse
originado en Africa Oriental o en el Cercano Oriente y se extendi6 con sucesivas
migraciones humanas. Mas tarde los europeos o norteafricanos introdujeron la lepra
en Africa occidental y las Américas en los ultimos 500 afios, segin estudios de

gendémica comparativa (2,3).

En 1991 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) adopt6 una resolucion para
eliminar la lepra como problema de salud pablica para el afio 2000, definiendo la
eliminacién como alcanzar un nivel de prevalencia por debajo de un caso por 10.000
habitantes a nivel global. En el afio 2000 la OMS declar¢ a la lepra como enfermedad
eliminada como problema de salud publica internacional, debido a una reduccion
global en la prevalencia. Aungue se alcanzo el objetivo, en la actualidad la lepra es
considerada una enfermedad tropical desatendida, que todavia se presenta en mas de
120 paises, con mas de 200.000 nuevos casos notificados cada afio y es también
considerada la enfermedad infecciosa que mayor deformidad fisica genera (4). En el
2019, Brasil, India e Indonesia notificaron mas de 10.000 casos nuevos, mientras que
otros 13 paises: Bangladesh, Republica Democratica del Congo, Etiopia,
Madagascar, Mozambique, Myanmar, Nepal, Nigeria, Filipinas, Somalia, Sudan del
Sur, Sri Lanka y el Republica Unida de Tanzania, cada uno inform¢ 1000 a 10.000

casos nuevos y 99 notificaron menos de 1000 casos nuevos, lo cual se puede
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observar en la Figura 1, mapa de la distribucion geografica de los nuevos casos
detectados en 2019 (4).

New leprosy cases, 2019 -
Nouveaux cas de lepre en 2019

(=]

I:I 1-10
- 11-100
- 101-1000
- 1001-10 000

>10 000

C’ No data - Aucune donnée

Figura 1. Incidencia de la Lepra a nivel mundial en el afio 2019. Distribucion
geografica de los nuevos casos de Lepra registrados a nivel mundial, segin datos
publicados por la OMS en el afio 2020.

1.1.2. El agente etioldgico, Mycobacterium leprae
1.1.2.1. Caracteristicas generales y morfologicas
El agente causal de la lepra, Mycobacterium leprae, fue descubierto en 1873 por el
médico noruego Gerhard Henrick Armauer Hansen. Con este descubrimiento
historico, M. leprae se convirtié en el primer patdégeno bacteriano asociado con
cualquier enfermedad humana. M. leprae, es una bacteria inmdvil, no formadora de
esporas, microaerdfila, de tincién acido-resistente que por lo general forma varillas
rectas o ligeramente curvas, es un patdgeno intracelular obligado con un tropismo
por los macréfagos y de manera caracteristica, por las células de Schwann de los
nervios periféricos. Una de las principales dificultades que presenta trabajar con M.
leprae es que no se puede cultivar en medios artificiales y que su tiempo de

duplicacion en tejido es lento, casi 13 dias (5).
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1.1.2.2. Reservorio y transmision
La infeccién por M. leprae probablemente ocurre a través de la piel o por las vias
nasales, mediante mecanismos no definidos. El principal reservorio de infeccion es el
hombre, sin embargo se han reportado infecciones adquiridas de forma natural en
armadillos de nueve bandas (Dasypus novemcinctus) y se manifiesta como una
infeccion diseminada con caracteristicas patoldgicas similares a los observados en
los tejidos y nervios de los seres humanos con lepra (6). Se han detectado casos
autdctonos registrados en el sur de los Estados Unidos, donde armadillos salvajes y
pacientes con lepra estaban infectados con la misma cepa de M. leprae. Por esta
razén los armadillos de nueve bandas son considerados un gran reservorio natural del
bacilo y por ende la lepra puede ser una zoonosis en la region, aunque la dinamica de
transmision sigue siendo desconocida (7). EI hecho de que hasta ahora la incidencia
no haya disminuido significativamente en muchos paises, ha llevado a
especulaciones sobre otros posibles reservorios de M. leprae, como el suelo y el
agua, lo cual ha llevado al desarrollo de investigaciones de busqueda del bacilo en
ese tipo de muestras en zonas endémicas, detectdndose material genético de M.

leprae en las mismas (8).

Gracias al descubrimiento de la infeccion del armadillo de nueve bandas, se
obtuvieron cantidades suficientes de M. leprae para analisis biol6gicos e
inmunoldgicos a partir de estos animales y debido a la gran carga de bacilos que
albergan, se han convertido en el organismo preferido para propagar grandes
cantidades de M. leprae, y ahora estan avanzando como modelos de patogénesis de la
lepra y dafio nervioso Figura 2 A 'y B (6). Otro modelo de cultivo in vivo de M.
leprae es la inoculacién de bacilos en las almohadillas de pata de raton, sean ratones
normales o deficientes inmunolégicamente, lo cual produce bacilos después de cinco

a seis meses, aungue no se desarrolla ninguna enfermedad clinica Figura 2 C (9)
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Figura 2. Modelos animales para el estudio de la lepra. A) Armadillo de nueve
bandas B) Lesiones localizadas en patas de armadillos (izquierda) comparadas con
pies de un paciente con lepra (derecha). C) Cultivo de M. leprae en almohadillas de
patas de ratén (izquierda), macrofagos infectados obtenidos de cultivos de patas de
raton (derecha).

1.2. Caracteristicas clinicas de la enfermedad, diagnoéstico y tratamiento.
En un pais o area endémico, se debe considerar que un individuo tiene lepra si
muestra uno de los siguientes signos cardinales: lesién cutanea compatible con lepra
y con pérdida sensorial definida, con o sin nervios engrosados, frotis positivos de la
piel, siendo considerado el paciente enfermo la principal fuente de contagio
conocida, y se piensa que la transmision ocurre por medio de las vias respiratorias
(10). La presentacion clinica varia en un amplio espectro, por lo cual el sistema de
Ridley y Jopling la define en cinco tipos: lepra tuberculoide polar (TT), lepra
tuberculoide borderline (BT), lepra borderline-borderline (BB), lepra borderline-

lepromatosa (BL), y lepra lepromatosa polar (LL) Figura 3 (11). Como la lepra se
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manifiesta en una variedad de formas clinicas relacionadas con el tipo y la fuerza de
la respuesta inmune, la OMS clasifica a esta enfermedad en dos tipos, primeramente
la forma paucibacilar (PB) asociada a una fuerte respuesta inmune celular eficaz para
reducir la multiplicacion de M. leprae y es definida por la presencia de 1 a 5 lesiones
cutaneas o 1 nervio deteriorado y segundo, la forma multibacilar (MB), asociada a
una respuesta celular débil que permite la replicacion libre de los bacilos en el cuerpo
y se define por la presencia de mas de 5 lesiones cutaneas o nervios deteriorados
(12).

Figura 3. Caracteristicas clinicas de la lepra. A) Lepra Lepromatosa o LL B)
LL no tratada de caracteristica mutilante C) Lepra Tuberculoide o TT D) Lepra
Indeterminada o Borderline (13).



24

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el diagnéstico ain se basa
en el examen clinico una vez manifestadas las caracteristicas clinicas, como lesiones
en la piel y dafios en los nervios periféricos, acompafiado o no de un frotis de piel o
examen patologico de biopsias. Actualmente no existen pruebas recomendadas para
diagnosticar infeccion por M. leprae (lepra latente) entre contactos asintomaticos
(14). A principio de los 80, la OMS introdujo una terapia multidrogas (MDT), una
combinacion de los antibidticos dapsona, rifampicina y clofazimina, con una
duracion de 6 meses en los casos PB y de 12 meses en los MB. Gracias al
advenimiento de la MDT, mas de 16 millones de personas han sido tratadas y
curadas, esto debido a que la OMS realiza mas de 200 envios de medicamentos
MDT, anualmente a mas de 90 paises. Por tanto, los medicamentos contra la lepra
estan disponibles de forma gratuita incluso en las partes mas remotas del mundo (4).
A pesar del exito de la terapia con mdltiples farmacos para reducir el nimero de
casos de lepra registrados en todo el mundo, la evidencia sugiere que M. leprae
continda transmitiéndose (15).

Con respecto al seguimiento, en Brasil una vez detectado el caso indice ademas del
tratamiento aplicado al mismo, se realiza una re-vacunacion a los contactos con la
vacuna BCG o bacilo de Calmette-Guérin, la vacuna neonatal para la prevencion de
la tuberculosis. Hasta la fecha no existe ninguna vacuna especifica para prevenir la
enfermedad de Hansen, sin embargo, estudios en Brazil han evidenciado que la
vacunacion con BCG confiere un 68% de proteccion contra la lepra y con la
revacunacion este porcentaje aumenta (16). La justificacion para usar BCG como
vacuna contra la lepra se basa en el conocimiento de que M. leprae y M. bovis (BCG)
comparten muchos antigenos con un alto grado de homologia. En Brazil, los
contactos sin cicatriz de BCG o con solo una cicatriz se vacunan, pero al tener dos
cicatrices ya no se vacunan. En Brasil se considera que BCG brinda cierta proteccion

contra la lepra (17).

1.3. Mecanismo inmunoldgico asociado a la enfermedad de Hansen
La enfermedad de Hansen involucra complejos mecanismos inmunitarios del
huésped constituyendo un importante modelo para la investigacion de la respuesta

inmune en humanos, ya que la diferencia entre las formas clinicas de la lepra se



25

asocian con la respuesta inmune de los pacientes (18,19). De hecho, existe un
paradigma inmunol6gico que resulta del analisis de citocinas producidas por
linfocitos T CD4+, pudiendo generarse una respuesta de citocinas del perfil Thl o
del perfil Th2, Figura 4 (20).

Por un lado, el polo tuberculoide, considerada la forma mas resistente a la
enfermedad, se caracteriza por presentar una baja carga bacilar, las lesiones de lepra
tuberculoide tienen predominio de células T CD4 +y granulomas bien formados,
asociada con un patron de respuesta Thl donde hay produccion de IL-2, TNF-o e
IFN-y (21). Estas moléculas activan macrofagos que destruyen al bacilo debido a la
liberacion de radicales libres, ademés de la generacion de un infiltrado
granulomatoso compuesto por macrofagos y linfocitos (22). En este polo de la
enfermedad, la inmunidad mediada por células se conserva y hay poca evidencia de
inmunidad humoral especifica de M. leprae (23).

Por el otro lado se encuentra el polo lepromatoso, considerada la forma mas
susceptible de la enfermedad, se asocia con un mayor nimero de lesiones y una
modulacién de la respuesta Thl observada en el polo tuberculoide . Las lesiones de
lepra lepromatosa se caracterizan por presentar numerosos linfocitos T CD8 + y
macréfagos espumosos y la falta de linfocitos T CD4+(21). La produccién de
citocinas como IL-4, IL-10 y TGF-B, que regula negativamente la respuesta Thi,
inhibe la produccién de citocinas proinflamatorias como también la respuesta
microbicida de los macréfagos (24) produciéndose una soélida formacién de
anticuerpos pero que no es protectora, y la inmunidad mediada por células esta
ausente. Dentro de este paradigma inmunoldgico, existe ademas una subpoblacién de
células denominadas linfocitos T reguladores CD4+ CD25+ FoxP3+, las cuales
desempefian una funcion importante en la tolerancia inmunoldgica y asi también se
observd que juegan un papel importante en la induccién y mantenimiento de la
respuesta inmunosupresora que contribuye a la supervivencia del bacilo M. leprae en

la forma mas susceptible de la enfermedad (25,26).
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Muchos de los pacientes con lepra desarrollan reacciones leprosas, las cuales se
observan principalmente en pacientes que presentan las formas intermedias de la
enfermedad, ya sea, antes, durante o después del tratamiento con MDT (27). Si bien
el mecanismo inmunoldgico de estas reacciones aun se conoce poco, la teoria
principal de su aparicion es que se deban a un disparo en la respuesta inmune a causa
de los componentes antigénicos de la micobacteria, pudiendo generarse la reaccion
de tipo 1 (TR1), también conocida como reaccion de reversion, caracterizada con una
fuerte respuesta inmune mediada por células y un cambio hacia el espectro
tuberculoide. Por el otro lado esta la reaccion tipo 2 (TR2), también conocida como
eritema nudoso leproso (ENL), observada en los tipos LL o BL y se caracteriza por
ser una afeccién inflamatoria aguda con altos niveles de factor de necrosis tumoral,
infiltracion de tejido por células CD4+, neutrdfilos, depdsito de inmunocomplejos y
complemento, generando vasculopatia, paniculitis y uveitis asociadas a
inmunocomplejos (28,29).

La lepra progresiva se caracteriza principalmente por la lesién de los nervios
periféricos, observandose en biopsias inflamacién peri e intraneural con influjo de
células inmunitarias y formacion de edema dentro de las vainas nerviosas,
generdndose la lesion de los nervios por compresion mecéanica o isquemia
(30). También existe la teoria del dafio nervioso mediado por una respuesta
inmunoldgica que eventualmente conduce a la desmielinizacion de los nervios
debido a la induccién a la apoptosis de las células de Schwann de los nervios

periféricos Figura 4 (31).
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Figura 4. Espectro inmunoldgico de la lepra segun su clasificacién clinica y
posibles mecanismos de dafo. Las manifestaciones de la lepra se clasifican en un
espectro clinico de lepra TT, BT, BB, BL y LL, cada polo esta asociado con un perfil
inmune humoral (Th2) o un perfil mediado por células (Thl). Las reacciones de
reversion reflejan un cambio repentino hacia el polo Thl desde el estado BT, BB o
BL y pueden provocar un dafio nervioso irreversible. EI ENL se asocia con la
liberacion sistémica de TNF e IL-4, un influjo de leucocitos y deposicion del
complejo antigeno-anticuerpo. EI dafio nervioso puede involucrar un mecanismo
inmunoldgico, la isquemia o la desmielinizacion (32).
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1.4. Pruebas de laboratorio para el diagnostico de lepra.
En la actualidad, no existe ninguna prueba de laboratorio que por si sola se considera
suficiente para diagnosticar la lepra (33). La demostracion de la existencia de bacilos
acidorresistentes sugiere la presencia de la enfermedad. Se realiza mediante una
baciloscopia, técnica ampliamente utilizada en los laboratorios, que consiste en la
realizacién de un frotis de linfa cutanea, para la enumeracién semicuantitativa de
organismos acido alcohol resistente (BAAR) en la piel infectada, para lo cual se
evalla la carga bacilar calculando el indice bacilar (IB) y se expresa segun una escala
que va de 0 a 6+ (34). Ademas, se evalua el indice morfoldgico (IM) mediante
microscopia, que evalla el porcentaje de bacilos vivos e infectantes por la
morfologia de los mismos. Esta prueba también es datil en el seguimiento de los
pacientes durante y después del tratamiento, sin embargo en pacientes con la forma

tuberculoide se dificulta visualizar estos bacilos y demostrar asi su existencia (35).

No se disponen de pruebas seroldgicas para el diagnostico de laboratorio de rutina
aprobadas para la lepra, sin embargo, se encuentran disponibles herramientas
empleadas como auxiliares en el diagndstico o con fines de investigacion, tales
como, las pruebas serol6gicas con antigenos especificos de M. leprae como el
glicolipido fendlico I (PGL-I), el antigeno leprosy IDRI diagnostic-1 (LID-1). Por
otro lado, se cuentan con herramientas no seroldgicas como la reaccion en cadena de

la polimerasa (PCR) dirigidos a diferentes dianas gendmicas de M. leprae (36).

1.4.1. Antigeno PGL-I
La pared celular de M. leprae se caracteriza por presentar una estructura unica rica en
lipidos y similar en composicion a otras paredes celulares micobacterianas, sin
embargo hasta un 2% de su pared celular estd compuesta de glicolipido fendlico-I
(PGL-1), que se caracteriza por presentar un trisacarido antigénicamente especifico
exclusivo de M. leprae. EI PGL-lI fue uno de los primeros antigenos de M.
leprae aislado y caracterizado, descubierto a principios de la década de 1980 (37). Su
alta antigenecidad produce un alto titulo de anticuerpos IgM en pacientes con lepra

lepromatosa (38).
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Mediante un analisis quimico se demostrd que la estructura de PGL-1 se compone de
tres carbohidratos conocidos como 3-O-metil-ramnosa, 2,3-di-O-metil-ramnosa y
3,6-di-O-metil-glucosa, ligados glucosidicamente a un grupo fenilo, junto con una

porcion de ftiocerol con acidos micocerdésicos Figura 5 (39).
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Figura 5. Estructura quimica del PGL-I de la pared de M. leprae. Se muestra el
trisacarido ligado al grupo fenilo y al &cido micocerosico.
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El PGL-I en si mismo o en forma de neoglicoproteinas semisintéticas que contienen
el trisacarido conjugado quimicamente con albdmina de suero bovino o humano
(37), ha encontrado su mayor utilidad en el diagnostico seroldgico y la confirmacion
de la lepra lepromatosa. Asi también, este antigeno se ha implicado en el tropismo,
adhesion y invasion de M. leprae por las células de Schwann, a traves de la union
especifica a la laminina de estas células (40). En estudios se ha visto que el PGL-I
puede desempefiar un papel importante en el desarrollo de las formas clinicas
anérgicas de la enfermedad y en el dafio tisular que se observa en los pacientes
lepromatosos y durante los estados de reaccion de la lepra, debido a que se cree que
desempefia un papel importante en la regulacion de la respuesta inmune llevando a la
baja inflamatoria y la inhibicién de la maduracion y activacion de las células
dendriticas, facilitando asi la persistencia de M. leprae (41).

El empleo de anticuerpos contra el glicolipido fenolico | (PGL-I), se ha propuesto
como biomarcador predictivo para la progresiéon a la enfermedad en contactos. Sin
embargo, se observé que la medicidn por si sola de los anticuerpos anti-PGL-1 no es
suficiente (42). De hecho, en areas endémicas se pueden observar valores elevados
en individuos que no desarrollan la enfermedad debido a la continua exposicion a
micobacterias viables (43,44). Por otro lado, en individuos con indices bacterianos
mas bajos, este marcador presenta baja sensibilidad, llevando a la pérdida de
potenciales casos PB (45). En la actualidad, se considera que los anticuerpos anti
PGL-1 ayudan en la deteccién de casos MB alcanzando una serorreactividad por
encima del 80%, ademas en conjunto con datos epidemiolégicos pueden indicar
mayor riesgo de desarrollo de la enfermedad, sin embargo en casos PB la tasa de
serorreactividad abarca solo entre el 30% a 60% (46,47). Una estrategia que podria
mejorar esta situacion es la provision de antigenos seroldgicos altamente especificos

que puedan combinarse con PGL-I para mejorar la sensibilidad del diagnostico (48).

1.4.2. Antigeno LID-1
Debido a que el diagndstico serolégico basado en el reconocimiento de anticuerpos
del glicolipido fendlico I (PGL-I) no puede identificar de manera confiable a los
individuos con indices bacterianos (IB) mas bajos, se pensd en una estrategia que

podria mejorar esta situacion mediante la provision de antigenos seroldgicos
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altamente especificos que podrian combinarse con PGL-I para mejorar la

sensibilidad del diagnostico (48).

En estudios anteriores se han identificado un grupo de antigenos con potencial para
diagnosticar la lepra. Las proteinas denominadas ML0405 y ML2331 codificadas por
los genes ml0405 e mI2331 demostraron reactividad seroldgica en pacientes MB
razon por la que fue creada una proteina de fusion quimérica denominada Leprosy
Infectious Disease Research Institute diagnosis -1 (LID-1) y se observé que es
altamente reconocida por las inmunoglobulinas 1gG de pacientes con lepra (49,50).
Mediante inmunoensayos se verificO la reactividad de sueros de pacientes ante la
presencia de la proteina recombinante siendo mayor en pacientes MB que en
pacientes PB (90% y 60% respectivamente) (46). Para intentar lograr mayor
sensibilidad, se desarroll6 un test rapido que emplea NDO-LID, un conjugado de
LID-1 con el disacarido NDO (porcion serorreactiva del PGL-I), de manera a
fusionar ambas pruebas seroldgicas en un solo test. EI mismo presentd una
sensibilidad del 97% frente a 92% del LID-1 y 87% del PGL-I en los ensayos de
ELISA individuales en pacientes MB, presentando baja sensibilidad en pacientes PB
(51,52).

Ademaés, se observd que el 10,4% de los contactos seropositivos para LID-NDO
pueden desarrollar lepra en el futuro (49), razén por la cual, a pesar de las
limitaciones que presentan estas pruebas serologicas en cuanto a la deteccion de
casos PB, son pruebas Utiles para ayudar a identificar contactos intradomiciliares que

requieran un seguimiento clinico riguroso (44,50,53).

1.5. La Lepra en el Paraguay
En Paraguay la incidencia reportada de esta enfermedad se mantuvo en unos 400
casos nuevos por afio durante el periodo del 2001 al 2015, de los cuales un 80% y
20% corresponden al tipo de lepra MB y PB, respectivamente y a partir del afio 2016
hasta el 2019 se han detectado un promedio aproximado de 300 casos nuevos por
afio, como se pueden observar en la Figura 6 y 7 (35). Si bien Paraguay es uno de
los paises que ha logrado la eliminacion de la lepra como problema de salud publica
alcanzando la prevalencia de menos de 1 caso por cada 10.000 habitantes en la

poblacion en general, la misma varia entre las regiones sanitarias. En el afio 2015 se
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registré que San Pedro, Paraguari, Neembuct, Amambay, Boquerén y Alto Paraguay
presentaron una tasa de prevalencia por encima de 1 caso por 10.000 habitantes. La
transmision continua en areas endémicas probablemente se produce a partir del gran
reservorio de individuos que estan infectados de manera subclinica (54). Asi, la
deteccion precoz de infeccion por M. leprae, seguida de intervenciones efectivas, se

considera clave para interrumpir la transmision (15).

Los contactos intradomiciliares presentan mayor riesgo de contraer la enfermedad,
razén por la cual uno de los pilares de la estrategia 2016-2020 de la OMS para el
control de la lepra, es el seguimiento de dichos contactos, elaborando planes
nacionales para la deteccion sistematica de los contactos directos, de manera a
controlar la transmision (16). Segun datos del PNCL en el 2012 se examino el 12%
de los contactos, mientras que en el 2015 se avanzd a un 61%, sin embargo, no se
alcanzo el 85% como recomendado por la OMS (35).

2001|2002|2003|2004|2005|2006|2007(2008|2009(2010|2011|2012|2013|2014/|2015
prevalencia| 527 | 510 | 537 | 689 | 713 | 356 | 414 | 458 | 356 | 357 | 484 | 507 | 506 | 424 | 460
W deteccion | 467 | 467 | 523 | 496 | 480 | 404 (403 | 487 | 404 | 392 | 460 (515|414 | 381 | 423

Figura 6. Prevalencia e Incidencia de Lepra en Paraguay del 2001 al 2015. Fuente

Programa Nacional de Control de Lepra (PNCL)
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Figura 7. Incidencia de Lepra en Paraguay desde el afio 2003 hasta el 2020.
Fuente Programa Nacional de Control de Lepra (PNCL)

La lepra es mas comin en adultos, sin embargo, el brote de casos en nifios y
adolescentes muestra la circulacion activa del bacilo, con su transmision continua y
la presencia de obstaculos en el sistema de salud para controlar esta enfermedad (55).
En el Paraguay se han registrado un promedio de 10 casos de nifios menores de 15
afios diagnosticados con la enfermedad siendo entre un 1% a 4% del total de casos
nuevos detectados al afio, desde el 2015 hasta el 2019. En la Figura 8 se presenta un
grafico de incidencia de Lepra en Paraguay, en nifios menores de 15 afios hasta el
afio 2019, datos publicados por el Programa Nacional de Control de Lepra (PNCL),
en respuesta al marco de Estrategia mundial para la lepra 2016-2020 de la OMS
(56).

16 f1a "iili
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Figura 8. Incidencia de casos de Lepra en Paraguay en nifios menores de 15 afios en
los afios 2015 hasta 2019. Fuente Programa Nacional de Control de Lepra (PNCL).
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1.6.Antecedentes en la busqueda de biomarcadores

Se han realizado esfuerzos para la generacién de pruebas de diagndstico precoces
con el fin de disminuir la tasa de transmision y sobre todo la aparicion sintomas
graves, sin embargo, en la actualidad ain no existen pruebas laboratoriales que
diagnostiquen o predigan el desarrollo de la enfermedad. Por esta razon, continda la
busqueda de biomarcadores para la elaboracion de pruebas diagndsticas capaces de
predecir el desarrollo de la enfermedad de manera a reducir la incidencia de
discapacidad de grado 2 al garantizar que los que estan en mayor riesgo sean
diagnosticados y tratados a tiempo (57). En este contexto, se evalué en sangre
periférica el nivel de IFN-y, citocina del perfil Thl, ante la respuesta a antigenos
especificos de M. leprae observandose que pacientes PB y sus contactos presentaron
un nivel de produccién alto de IFN-y en comparacion con pacientes MB y sus
contactos, resaltandose que estos contactos PB presentaban serologia anti PGL-I
negativo. Estos resultados en conjunto indican que la combinacion de la serologia
con la evaluacion de la produccion de IFN-y podrian ayudar a monitorear a contactos
con baja exposicién a la micobacteria (58). Sin embargo, se ha observado que a pesar
de que el nivel de IFN-y ayuda a diferenciar pacientes PB de pacientes MB, el
ensayo no discrimina la enfermedad PB activa de los contactos intradomiciliares o de
controles sanos endémicos, en los cuales también se observa aumento en la
produccion de IFN- y en presencia del estimulo con antigenos de M. leprae (52).
Adicionalmente, se han abordado estudios que analizan la produccion de mdaltiples
citocinas en sangre periférica de pacientes y contactos, ante la respuesta a antigenos
especificos de M. leprae. Uno de ellos fue llevado a cabo en Brasil, para evaluar el
impacto de las medidas de intervencion para la prevencion de la enfermedad en
contactos de pacientes con lepra. En el mismo se ha reportado que posterior a la
revacunacion con BCG, hubo un aumento significativo de los niveles de produccion
de citocinas proinflamatorias IL-1p, IL-6, IL-17, TNF, IFN-y, MIP1-f y MCP-1
como un mecanismo de activacion inmunitaria de los perfiles Th1/Th17 (59). Estos
antecedentes indican que la evaluacion de citocinas en respuesta a antigenos
especificos de M. leprae podria ser Util para estudiar inicio y evolucion de la
enfermedad en contactos de pacientes con lepra con el fin de mejorar el diagndstico
de la enfermedad (51).
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Por tanto, considerando la gravedad del cuadro clinico de la lepra y la dificultad de
detectar los casos nuevos, se ha vuelto indispensable la identificacién de
biomarcadores que permitan el diagndstico precoz de la infeccion por M. leprae. De
hecho, uno de los pilares estratégicos de la OMS se basa en la promocion del
diagnostico precoz, y la vigilancia de contactos (15). Por esta razon se encuentra
actualmente en ejecucion en la Fiocruz (Brazil) un proyecto de bulsqueda de
biomarcadores en sangre y en colaboracion, en el Departamento de Biologia
Molecular y Biotecnologia del 1ICS, se desarrolla el trabajo de investigacion que
lleva por titulo: “Caracterizacion molecular y celular de la respuesta inmune en
contactos de pacientes infectados con Mycobacterium leprae”(codigo P15/2018),
siendo el presente trabajo de tesis parte del mismo, con la finalidad de describir por
vez primera en muestras bioldgicas paraguayas, la capacidad de M. leprae de
modular la respuesta inmune, ademas de iniciar una red de investigacion con el
Programa Nacional de Control de Lepra. En el presente trabajo de tesis se aportan los
primeros datos de caracterizacion inmunol6gica molecular de los pacientes de lepra
en el Paraguay y de sus contactos intradomiciliarios. Los datos aportados serviran
como base para futuros estudios que apunten al desarrollo de nuevas pruebas de

diagndstico precoz y la interrupcion de la cadena de transmision.



2. OBJETIVOS
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2.1.0Dbjetivo general:

Caracterizar el perfil inmunoldgico molecular en sangre periférica de pacientes

con lepra multibacilar, paucibacilar y sus contactos intradomiciliares que

recurren al Programa Nacional de Control de Lepra entre los afios 2018 a 2020

antes del inicio del tratamiento.

2.2.0Dbjetivos especificos:

e Caracterizar demogréfica, clinica y epidemioldgicamente a los pacientes con
lepra y a sus contactos intradomiciliares.

e Determinar la frecuencia de pacientes con anticuerpos anti LID-1 y anti
PGL-1 en suero de pacientes con lepra paucibacilar, multibacilar y en sus
contactos intradomiciliares.

e Detectar la presencia del M. leprae en sangre de pacientes con lepra
paucibacilar y multibacilar y en sus contactos intradomiciliares mediante
qPCR.

o Determinar el nivel de expresion génica de citocinas de perfil Thly Th2 en
sangre periférica de pacientes con lepra paucibacilar, multibacilar y en sus

contactos intradomiciliares.



3. METODOLOGIA
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3.1.Disefio y poblacion de estudio

Se realiz6 un estudio observacional descriptivo de corte transverso, con componente

experimental, estudio piloto. Fueron reclutados pacientes adultos de ambos sexos, en

el momento del diagndstico de lepra (antes de iniciar el tratamiento con antibioticos)

y sus contactos intradomiciliarios que acudieron al Programa Nacional de Control de

Lepra (PNCL) durante los afios 2018 a 2020. Los contactos fueron captados cuando

acudian al PNCL como acomparfiantes de los pacientes o de lo contrario se realizd

busqueda activa en sus lugares de residencia reportados. Los sujetos reclutados
cumplian los siguientes criterios de inclusion y exclusion:
Criterios de inclusion

»  Personas que acepten ser incluidas mediante un consentimiento informado.

» Adultos de ambos sexos con edad comprendida entre 18 y 65 afos.

« Adultos recientemente diagnosticados con lepra multibacilar y paucibacilar
mediante  caracteristicas clinicas y/o baciloscopia y los contactos
intradomiciliares de los casos indice.

« Personas que en el momento de la toma de muestra no estén cursando algun
cuadro febril o alérgico.

Criterios de exclusion

» Personas VIH positivas

» Personas con enfermedades hepaticas infecciosas o no infecciosas

+ Personas con cuadro diabético

« Personas que cursan con enfermedades inflamatorias

» Personas que consuman medicamentos inmunosupresores

* Mujeres en estado de embarazo

El tipo de muestreo fue no probabilistico por conveniencia de casos consecutivos

hasta completar tamafio de muestra del estudio piloto. En cuanto al tamafio de

muestra, inicialmente se propuso reclutar 10 pacientes multibacilares, 10 pacientes

paucibacilares, siendo un total de 20 pacientes diagnosticados con la enfermedad y

con respecto a los contactos, se propuso reclutar 10 contactos de pacientes

multibacilares y 10 deberian ser contactos de pacientes paucibacilares,
seleccionandose un méaximo de 2 contactos por caso indice cuando el paciente

diagnosticado presentaba un ndmero elevado de contactos intradomiciliarios. Este



40

mecanismo de seleccion de contactos fue aplicado de manera a obtener un
background genético variado del grupo de contactos.

Del total de pacientes y contactos reclutados, uno fue excluido del estudio por ser
descartado como caso de lepra por el PNCL. Entonces, fueron reclutados en total 23
pacientes (14 pacientes MB y 7 pacientes PB), 17 contactos intradomiciliarios de los
pacientes reclutados (14 contactos de pacientes MB y 3 contactos de pacientes PB).
Los pacientes fueron diagnosticados en el PNCL empleando la clasificacion de
Ridley y Jopling para las formas clinicas de la lepra, basado en aspectos clinicos e

histopatoldgicos y para el tratamiento se emple0 la clasificacion de la OMS.

El proyecto de tesis se encuentra enmarcado en un proyecto macro que busca ademas
evaluar el perfil inmunolégico humoral y celular posterior al tratamiento con
antibioticos, por lo que a los pacientes y contactos reclutados se les realizd un
seguimiento de 6 meses a 1 afio segin sean casos de lepra paucibacilar o multibacilar

respectivamente.

3.2. Recoleccion de datos y toma de muestras
Para cada sujeto de estudio, se procedié al llenado de fichas para la obtencion de
datos demograficos, clinicos y epidemioldgicos. Para la toma de muestra fue
organizado un taller de entrenamiento de toma de sangre total via sistema
vacutainer™. El mismo fue organizado por el Depto. de Biologia Molecular y
Biotecnologia (1ICS), expertos de la empresa NIPRO vy realizado en el Programa
Nacional de Control de lepra. La toma de muestra de sangre fue realizada por
personal del PNCL o personal del 1ICS en acompafiamiento de un personal del
PNCL en el momento del diagndstico y previo al inicio del tratamiento. Se empled el
sistema de extraccion al vacio de manera a asegurar un ambiente estéril en la
recoleccion de las muestras de sangre. Fueron obtenidos 2 mL de sangre total en tubo
seco (para la obtencion de suero), 2 mL de sangre total en tubos con EDTA (para
hemograma y hemoglobina glicada) y 10 mL de sangre total en tubos con heparina
de litio, siendo una alicuota almacenada en un tubo Tempus (Applied Biosystems™
Tempus™ Blood RNA Tube), el cual contiene un estabilizador de material genético

(para andlisis de expresion de citocinas y deteccion de ADN de M. leprae). Una vez
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obtenidas las muestras, personal del IICS las transport6 al departamento de Biologia
Molecular y Biotecnologia (I1CS) cumpliendo con las normas de bioseguridad, en un
rango de temperatura de 2 a 8 °C, antes de las dos primeras horas posterior a la toma
de muestra y posteriormente se realiz6 la estimulacion de la sangre heparinizada con
antigenos especificos de M. leprae, segun la metodologia indicada en el ANEXO 1,
para la obtencidn de plasma y separacion de células.

Todos los datos obtenidos de los participantes (pacientes diagnosticados, contactos y
controles) fueron registrados en una planilla de Excel, disefiada exclusivamente para
uso en este estudio, en la cual se fueron registrando los datos obtenidos de los
pacientes en las fichas clinicas, tales como datos generales, epidemioldgicos y los

datos que fueron obteniéndose con los ensayos realizados.

3.3. Evaluacion clinica de la poblacion de estudio
Todos los pacientes y contactos reclutados fueron sometidos a una evaluacion clinica
laboratorial mediante estudios como hepatograma, para el analisis de la funcion
hepatica al momento del diagndstico, pruebas de hepatitis B y VIH, asi como pruebas
de hemoglobina glicosilada para evitar la inclusion de sujetos que cursen con cuadro
diabético y hemograma para la evaluacion del nivel de recuento de glébulos blancos.
Las pruebas de hemograma, hemoglobina glicosilada y hepatograma, HIV y
Hepatitis B fueron realizadas en colaboracién con el Dr. José Pereira Brunelli, asi
como con la Dra. Maria Teresa Cuevas del Laboratorio Central del Hospital de
Clinicas. Las técnicas utilizadas fueron sistemas automatizados usando la plataforma
Architect (Abbott) para ensayos de quimioluminiscencia o de Quimica Clinica y el
Cell-Dyn Ruby (Abbott) como analizador automatico de hematologia. Pruebas de
inmunocromatografia para VIH y Hepatitis B fueron realizadas en el Departamento

de Biologia Molecular y Biotecnologia del IICS.

3.4. Deteccion de anticuerpos contra antigenos especificos de M. leprae

3.4.1. Deteccidn de anticuerpos IgM anti PGL-I
El ensayo de ELISA in house para deteccion de anticuerpos anti PGL-I en suero fue
realizado en su totalidad localmente. Para ello, los anticuerpos IgM contra el
antigeno PGL-1 de M. leprae se detectaron segun protocolo descrito anteriormente
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(42), y siguiendo recomendaciones de la Fiocruz. Para ello, placas de ELISA Nunc
de 96 pocillos, fueron sensibilizadas con ND-O-HSA (BEI Resources N° NR-
19347), el cual es un glicoconjugado derivado del antigeno PGL-I, empleando 500
ng del antigeno por pocillo en 50 pul de buffer carbonato/bicarbonato 0,1 M pH 9,6 a
4°C overnight. El antigeno no unido se elimin6 lavando seis veces con 300 uL de
buffer de lavado (PBS con Tween20 al 0,3%). Los pocillos fueron blogueados con 50
uL de buffer de bloqueo (PBS-T0,3% + BSA al 1%) durante 1 hora a temperatura
ambiente y posteriormente fueron lavados con 300 uL de buffer de lavado 6 veces.
Se realizaron diluciones 1:200 de los sueros de los sujetos de estudio y fueron
agregados por pocillo 50 uL del diluido y se incub6 por 1 hora a 37°C. Posterior a
esto, los pocillos fueron lavados tres veces y se agregd el anticuerpo anti IgM
humano conjugado con peroxidasa de rabano picante en una dilucién de 1:5000 con
PBS-Tween20 al 0,05% y BSA al 1%, incubandose por 1 hora a 37°C y luego se
volvio a lavar 3 veces con el buffer de lavado. Posteriormente se agreg6é 100 ulL del
substrato TMB y se incub6 por 4 min, luego se agreg6 50 uL de solucion de H,SO,
1N para detener la reaccién. Las lecturas fueron realizadas a una longitud de onda de

450 nm con un filtro diferencial de 630 nm.

3.4.2. Deteccion de anticuerpos anti LID-1
El ensayo de ELISA in house para deteccion de anticuerpos anti LID-1 en suero fue
realizado en su totalidad localmente. Para la deteccion de anticuerpos contra la
proteina de fusion quimérica LID-1, se siguié un protocolo descrito anteriormente
(46) . Placas de ELISA Nunc de 96 pocillos, fueron sensibilizadas con 100 uL del
antigeno LID-1 de concentracion 1 ug/mL diluido en buffer carbonato/bicarbonato
0,05M pH 9,6 y se incubd a 4°C overnight. Posteriormente se lavé 3 veces con 300
uL de buffer de lavado por pocillo, para eliminar todo el antigeno que no logro
unirse. Luego fue adicionado 200 uL de buffer de bloqueo por pocillo y se incubd
por 1 hora a temperatura ambiente. Se procedié al lavado con 300 uL de buffer de
lavado por triplicado y se adicion6 50 uL de suero diluido 1:200 en PBS-T 0,3%
BSA 0,1% y se incub0 por 2 horas a temperatura ambiente. Se procedié al lavado por
triplicado y se adicion6 50 uL de anticuerpo IgG anti humano conjugado con
peroxidasa de rdbano picante (Invitrogen ref.: A18805), en una dilucion de 1:10.000

en solucién PBS-T 0,3% BSA 0,1% y se incub6 por 1 hora a temperatura ambiente.
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Se lavo por triplicado con buffer de lavado y se adicion6é 100 uL de substrato TMB
por pocillo, se incubd por 5 min cubriendo de la luz y la reaccién se detuvo
agregando 50 uL de una solucion de H,SO,4 1N. Las lecturas fueron realizadas a una

longitud de onda de 450 nm con un filtro diferencial de 630 nm.

3.4.2. Determinacion del valor de corte (cut-off) para las pruebas de
ELISA anti PGL-1y ani LID-1

El valor de corte de la prueba de ELISA fue determinado a partir de 100 sueros de

donantes sanos que fueron gentilmente donados por el banco de sangre de un hospital

privado de Asuncién. Fueron considerados como sanas aquellas personas que

resultaban no reactivas para el tamizaje que incluye las siguientes pruebas (realizado

como rutina por el banco de sangre del hospital):

e HIV Ag/Ab
e HBsAg

e HCV

e Chagas

e Sifilis

e Anti Core

o HTLVIyII

El cut-off se calculé sumando el doble de la desviacion estandar al promedio de las
densidades dpticas (OD). Para el anticuerpo anti PGL-1 el valor de cut-off fue igual a
0,495 nm de OD, siendo considerada positiva toda muestra que superara ese valor.

El valor de punto de corte de la prueba de ELISA para el anticuerpo anti LID-1 es
una densidad éptica (OD) igual a 0,485 nm, siendo considerada positiva toda muestra

que superara ese valor.

Como control de calidad interno, en cada ensayo se procesaron controles positivos y
negativos enviados por la FIOCRUZ-Brasil, cuyos valores de OD son conocidos.
Ademas, las muestras de suero de los pacientes y contactos fueron enviadas al
Laboratorio de Microbiologia Celular (FIOCRUZ) para verificacion de los

resultados.
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3.5.Deteccion de ADN de M. leprae por gPCR
Para la deteccion de ADN de M. leprae en muestras de sangre periférica de pacientes
y contactos, conservada en tubo tempus® a partir del cual se realizé la extraccion de
acidos nucleicos totales empleando un kit de extraccion comercial (Sacace
Biotechnologies), siguiendo las indicaciones del fabricante. Se utiliz6 como control
positivo material genético de la cepa de M. leprae Thai 53, donada por la FIOCRUZ-
Brasil. Una vez obtenido el material genético, fue realizada una PCR en tiempo real,
evaluando como gen blanco RLEP, el cual es un elemento repetitivo del genoma de
la micobacteria, cuya secuencia de cebadores y sondas y protocolo de termociclado
empleados fue la descrita por Martinez et al, 2009 (60). Por reaccion se emplearon
400 nM de cebadores de sentido y antisentido y 200 nM de sonda marcada con FAM,
se utilizd la TAKYON™ gPCR kit, colocando 12,5 pL de mix y 6,5 pL de material
genético, completando con H,O RNase y DNase free hasta un volumen final de 25uL
por reaccion. En cuanto al limite de deteccion, se siguio lo propuesto por Martinez et
al, (2009) siendo considerado como detectable un valor de ciclo de umbral o treshold
cycle, Ct < 37. Como un control de calidad, todas las muestras fueron evaluadas con
un control interno de amplificacion, de manera a descartar algin proceso de
inhibicion de la reaccion, para ello se empled como gen blanco la RNAsaP humana,

cuya secuencia de cebadores es la siguiente:

Cebador sentido: 5°-AGA TTT GGA CCT GCG AGC G-3°
Cebador antisentido: 5°>-GAG CGG CTG TCT CCA CAA GT-3’

3.6. Aislamiento de ARN y RT-gPCR con SYBR Green® para la evaluacion
de la expresion génica de citocinas

Para la evaluacion de la expresion génica, se realizo extraccion de ARN a partir de
muestras de sangre heparinizada conservada en tubo tempus®, empleando el kit de
extraccion de ARN total que emplea un método de extraccién por columnas,
FavorPrep Tissue Total RNA Purification (FAVORGEN, Biotech Corp), siguiendo
las indicaciones del fabricante y posteriormente el ARN obtenido fue cuantificado.
Se evalud la expresion de genes de las citocinas del perfil Thl: IFN-y, IL-12, ILIB y
del perfil Th2: IL-4. Para la realizacion de la RT-gPCR, para un volumen final de
13uL por reaccion, se utilizé 6,5uL de PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix 2x
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(Applied Biosystems), 1,6 unidades de la enzima retro transcriptasa empleada fue M-
MLV Reverse transcriptase (Promega) y se agreg6 por reaccion 40 ng de material
genético. Para cada citocina fue estandarizada la reaccién segln lo establecido por
Régo, J.L. et al, 2018 (61) y recomendaciones de la Fiocruz, empleando los primers
cuyas secuencias y concentraciones utilizadas se indican en la Tabla 1. Antes de la
compra de primers, las secuencias fueron sometidas a control de calidad. Para ello se
analizo su especificidad mediante NCBI tool Primer BLAST - NCBI — NIH. Luego
se hizo un analisis in silico del producto de PCR con OligoAnalyzer TM
(https://www.idtdna.com) para verificar el contenido de GC, la temperatura de fusion
(melting) tedrica, identificar el potencial de formacion de estructura secundaria y el
grado de dimerizacion. Esta temperatura de melting es tedrica ya que tiene en cuenta
las concentraciones de los componentes del mix de PCR. Y se desconocen algunos

los detalles en mix comerciales como SybrGreen®.

Para las citocinas IFN-y, IL-12, ILI1B, las condiciones de termociclado
comprendieron un paso inicial a 42 °C durante 1 hora, seguida de una incubacién a
95 °C durante 10 min, 40 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 15 segundos,
un annealing en gradiente que comienza en 65 °C hasta descender a 60 °C durante
10 segundos, extension a 60 °C por 50 segundos. Para evaluar la calidad del proceso
de amplificacién se procedi6 a realizar la curva de melting del producto de PCR. La
misma se obtuvo iniciando la desnaturalizacion con una temperatura de 65 °C
subiendo 0,05 °C cada 0,5 segundos hasta alcanzar 95 °C. En cuanto a la IL-4 y la
RNAseP, se ajustaron los parametros de annealing a 67°C por 30 segundos,
extension a 72°C por 30 segundos y en cuanto al protocolo de de curva de melting,
se obtuvo iniciando la desnaturalizacion con una temperatura de 75 °C subiendo 0,4
°C cada 1 minuto hasta alcanzar 91 °C. Al finalizar el proceso se analizaron los

gréficos de temperatura de melting experimentales.

Para la evaluacion de la expresion génica de las citocinas, se emple6 el método de

cuantificacion relativa 27 24¢

, segun lo indicado por Livak y Schmittgen; 2001 (62),
donde los datos son presentados como el cambio en la expresion del gen normalizado
con un gen enddgeno (housekeeping), en este caso se empled la RNAseP, el cual es

un gen humano constitutivo. Como calibrador fueron empleados ARN extraidos de



46

muestras de sangre de tres voluntarios sanos. En todas las corridas se utilizé un "No
Target Control” (NTC) que consistid en el mix de PCR sin muestra bioldgica como
control negativo. Para verificar que no exista amplificacion inespecifica, se corrieron

electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificacion obtenidos

3.7. Analisis estadisticos

Los datos obtenidos fueron registrados en una planilla de Excel y se agruparon segun
el grupo de estudio (pacientes y contactos). Como el estudio es descriptivo, fue
empleado esencialmente estadistica descriptiva para el analisis de los datos
(porcentajes, media y desviacion estandar) y fue utilizado el software GraphPad
Prism v8.0.1 para la realizacion de graficos. Se realizd T-Student para evaluar el
nivel de la expresion génica de citocinas en la poblacion de estudio.

Tabla 1. Primers de citocinas empleados para la RT-gPCR
Concentracion Tm teérico del

Primer Secuencia empleada producto
(nM) co)*

IFN-y forward 5°’-AGCCAACCTAAGCAAGATCCC-3’

IFN-y reverse  5’-TGCCATTAAAGCACTGGCTC-3’ 150 79.6

IL-12 forward 5’-TGCCTTCACCACTCCCAAAACC-3’

IL-12 reverse  5°-CAATCTCTTCAGAAGTGCAAGGG-3’ 300 79.9

IL1pB forward 5’-AATCTGTACCTGTCCTGCGTGTT-3’

ILIBreverse  5-TGGGTAATTTTTGGGATCTACACTCT-3’ 150 78,6

IL-4 forward  5°’-AGGAAACCTTCTGCAGGGCT-3’

IL-4reverse  5°-CAGCGAGTGTCCTTCTCATGG-3’ 200 81,2

TNFa forward 5’-TGGGATCATTGCCCTGTGAG-3’

TNFa reverse 5’-GGTGTCTGAAGGAGGGGGTA-3’ 300 81,2

IL-10 forward 5°-CCATTCCAAGCCTGACCACG-3’

IL-10 reverse  5°-TGTAGCAGTTAGGAAGCCCCA-3’ 300 80

IL-6 forward  5°’-AACCTGAACCTTCCAAAGATGG-3’

IL-6reverse  5°-TCTGGCTTGTTCCTCACTACT-3’ 150 72

*Calculado mediante OligoAnalyzer ™ (https://www.idtdna.com)
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4.1. Caracterizacion demografica, clinica y epidemioldgica de la poblacion
de estudio

Fueron incluidos un total de 23 pacientes, de los cuales 14 (61%) son hombres con
edad promedio de 37,3£13,1 afios y 9 (39%) son mujeres con edad promedio de
45,5+15,5 afios (Figura 9 A). En cuanto a la clasificacion clinica y operacional, 16
pacientes (70%) eran MB, siendo el de mayor frecuencia el tipo LL con un 43% vy 7
pacientes (30%) eran PB, siendo el de mayor frecuencia el tipo TT y BT con 13%
cada uno (Tabla 3). En cuanto a las variables demogréficas, se observo que un alto
porcentaje de pacientes provenian del interior, en un 48%, seguido del 43%
proveniente del departamento Central y en menor proporcién registraron que
provenian de Asuncién, con 9% (Figura 9 C). En la Figura 10 se representa la
distribucion geogréafica de los pacientes reclutados de acuerdo al lugar de residencia
reportada por caso indice (A y B), como también los departamentos de los cuales
provienen los mismos (C).
Una mayor frecuencia de los pacientes dedica su tiempo a realizar trabajos con
ocupacion autonoma (30%), siendo el salario minimo el ingreso familiar
preponderante, en un 52% Figura 9 D y E. Asi también se observé que el 61% de los
pacientes presentaban un grado de instruccién de educacion media completa, seguido
de 17% de pacientes con educacion basica completa Figura 9 F. Con respecto a la
caracterizacion epidemioldgica, se observd que 50% de los pacientes convivian con
enfermos de lepra, de los cuales 58% compartian la misma casa y el 59% de los
pacientes convivian con 4 a 6 personas dentro de la misma casa. En cuanto a las
précticas conductuales que determinan el estilo de vida de los pacientes, se registro
una menor frecuencia de pacientes que realizan ejercicios fisicos (39%), una baja
frecuencia registré habitos de fumar (13%) y el 61% consumen bebidas alcohdlicas,
pero solo ocasionalmente. Como dato importante respecto al nivel de inmunizacion
de los pacientes reclutados con la vacuna BCG, se observo que el 46% presentaba la

cicatriz generada por la reaccién ante la vacuna, Tabla 2.
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H Femenino 4 soltero
M Casado
M Masculino i Union libre
. Ocupacion
Procedencia P
, 4% (1)
M Jubilado
H Desempleado
M Asuncién
M Ama de casa
M Central
H Contratado
i Interior E Auténomo
i Jornalero
E F

Ingreso familiar (salario minimo) Grado de instruccion

4% (1)

M EBC
a<1 u EB|
Hla2 MEMC
M3a5 HEMI

M UC

Figura 9. Caracterizacién demogréafica de pacientes Multibacilares y Paucibacilares
estudiados. N=23, dentro de cada gréfico se indican las frecuencias porcentuales y entre
paréntesis la frecuencia absoluta A) Sexo B) Estado civil C) Procedencia D) Ocupacion E)
Ingreso familiar F) Grado de instruccion-educacion: Bésica completa (EBC), Bésica
incompleta (EBI), Media completa (EMC), Media incompleta (EMI), Universitaria
completa (UC).
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Tabla 2. Clasificacion clinica y epidemioldgica de los pacientes con lepra multi y
paucibacilar

Variables Frecuencia Frecue_ncia Frecuencia
Absoluta Relativa Porcentual
Epidemioldgicas N=23
Convivencia con enfermos de lepra 12 0,5 50%
Tipo de convivencia
Misma casa 7 0,58 58%
Otro domicilio 5 0,42 42%
Persona por casa
la3 8 0,36 36
4a6 13 0,59 59
>6 1 0,05 5
Cicatriz de BCG 11 0,46 46%
Préactica de ejercicios fisicos
Nunca 14 0,61 61%
2 veces por semana 5 0,22 22%
3 a5 veces por semana 4 0,17 17%
Habito de fumar 3 0,13 13%
Bebidas alcohélicas 14 0,61 61%
Clinicas
Clasificacion clinica
LL 10 0,43 43%
BL 6 0,27 26%
T 3 0,13 13%
BT 3 0,13 13%
BB 1 0,04 4%
Clasificacion operacional
MB 16 0,70 70%
PR 7 0,30 30%
Baciloscopia Positiva 14 0,61 61%
<2+ 5 0,36 36%
2+ a39+ 8 0,57 57%
>39+ 1 0,07 7%

BCG= vacuna Bacillus Calmette-Guerin; LL= Ilepra lepromatosa; BL=Borderline
lepromatoso; TT= Lepra Tuberculoide; BT= Borderline Tuberculoide; MB= multibacilar;
PB= Paucibacilar
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Figura 10. Ubicacion geografica de la residencia de los casos indices reclutados en el
momento del diagnostico segun datos del Programa Nacional de Control de Lepra. Se
presenta la ubicacion geografica de cada caso indice ingresado como sujeto de estudio. Los
iconos azules indican los pacientes MB y los iconos rojos los pacientes PB. A) Vision general de
las localizaciones. B) Acercamiento de la zona con ubicaciones superpuestas. C) Mapa politico
del Paraguay donde se indican los departamentos de los cuales provienen los pacientes

reclutados.



52

Con respecto a los contactos intradomiciliarios, fueron incluidos un total de 17
contactos, de los cuales 12 (71%) eran mujeres, con un promedio de edad de 31+11,4
afio y 5 (29%) eran hombres con un promedio de edad de 51+14 afios (Figura 11 A).
Segun la clasificacion operacional y clinica del caso indice, del total de contactos, 14
(82%) eran contactos de pacientes MB (53% eran contactos de pacientes LL y 29%
eran contactos de pacientes BL) y 3 (18%) correspondian a contactos de pacientes
PB (6% eran contactos de pacientes TT y 12% eran contactos de pacientes BT)
(Tabla 4).

Se observé que el mayor porcentaje de los contactos eran de procedencia del
departamento Central en un 53%, seguido de los contactos que proceden del interior
del pais, en un 35% y con menor frecuencia se registraron contactos en Asuncién en
12% (Figura 11 C). La ocupacion registrada con mayor frecuencia fue la de ama de
casa, en un 31% vy el ingreso familiar registrado en mayor proporcion fue el salario
minimo en un 46%, seguido de un 31% que corresponde a contactos que ganan
menos de un salario minimo (Figura 11 D y E). En cuanto al grado de instruccion, el
nivel académico registrado con mayor frecuencia fue educacion basica completa en
un 41%, seguida de educacion media completa en un 24% (Figura 11 F). Con
respecto a la caracterizacion epidemiolégica y conductuales de los contactos, al igual
que los pacientes, se observo una alta frecuencia de los contactos que viven con 4 a 6
personas por casa y con respecto a las practicas conductuales que determinan el estilo
de vida de los contactos, sélo el 23% realiza ejercicios fisicos, el 6% presenta el
habito de fumar y el 53% consume bebidas alcohdlicas, en su mayoria solo de
manera ocasional. Con respecto al porcentaje de inmunizacién de los contactos con
la vacuna BCG, el 80% de ellos presenta la cicatriz de respuesta a esta vacuna,
(Tabla 3).
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Sexo Estado civil

6% (1)

M Soltero

M Femenino
E Casado

H Masculino . :
i Divorciado

@ Union libre

Procedencia Ocupacion
6% (1) M Desempleado

H Ama de casa

E Asuncion i Contratado
i Central H Auténomo
i Interior
M Jornalero
M Funcionario
publico
E F
Ingreso familiar (salario minimo) Grado de instruccion
<1 M EBC
M EBI
Hla2 6% (1) M EMC
HEMI
M3a5 M UC

6% (1)

Figura 11. Caracterizacion demogréafica de contactos de pacientes Multibacilares y
Paucibacilares. N=17, dentro de cada grafico se indican las frecuencias porcentuales y entre
paréntesis la frecuencia absoluta A) Sexo B) Estado civil C) Procedencia D) Ocupacion E)
Ingreso familiar F) Grado de instruccion educacion: Basica completa (EBC), Basica incompleta
(EBI), Media completa (EMC), Media incompleta (EMI), Universitaria completa (UC).
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Tabla 3. Clasificacion clinica y epidemiologica de los contactos de pacientes con
lepra multi y paucibacilar.

Variables Frecuencia Frecue_ncia Frecuencia
Absoluta Relativa Porcentual
Epidemioldgicas N=17
Persona por casa
1a3 3 0.18 18%
426 9 0,53 53%
>6 3 0,18 18%
Cicatriz de BCG 12 08 80%
Préctica de ejercicios fisicos 4 0,23 23%
Habito de fumar 0,06 6%
Bebidas alcoholicas 9 0,53 53%
Clinicas
Clasificacion clinica caso indice
LL 9 0,53 53%
BL ) 0,29 29%
TT 1 0,06 6%
BT 2 0,12 12%
Clasificacion operacional
MB 14 0,82 82%
PB 3 0,18 18%

BCG= vacuna Bacillus Calmette-Guerin; LL= lepra lepromatosa; BL=Borderline
lepromatoso; TT= Lepra Tuberculoide; BT= Borderline Tuberculoide; MB=
multibacilar; PB= Paucibacilar
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Para la evaluacion clinica, primeramente se realizaron pruebas de
inmunocromatografia y quimioluminiscencia para antigenos y anticuerpos contra
HIV y hepatitis B, en los 23 pacientes asi como en los 17 contactos
intradomiciliarios. Todos los sueros de los individuos estudiados presentaron
resultados negativos para HIV y hepatitis B.

Seguidamente se estudid el estado metabdlico de los pacientes con respecto a la
glucosa mediante una prueba denominada Hemoglobina glicosilada que mide el nivel
promedio de glucosa en la sangre durante los dltimos tres meses. EI mismo es
utilizado como marcador de Diabetes y pre- Diabetes. Con respecto a la evaluacion
del porcentaje de hemoglobina glicosilada en sangre total, todos los participantes
presentaron valores inferiores a 6,5%, marcador que indica la ausencia del curso de

diabetes en el momento del reclutamiento (Figura 12).

Hemoglobina glicada

% Hemoglobina glicada

0- T T
MB PB CMB CPB

Figura 12. Porcentaje de hemoglobina glicosilada en la poblacion de estudio.
Representacion grafica del porcentaje de hemoglobina glicosilada detectada en
los 23 pacientes y 17 contactos reclutados. Cada barra indica la media y la
desviacién estandar de los valores de cada grupo analizado. MB=multibacilar;
PB= paucibacilar; CMB= contacto de multibacilar;, CPB= contacto de
paucibacilar. Ensayo de glucohemoglobina (HbAlc) automatizado para sangre
completa realizado en Architect c4000, Abbott.


https://medlineplus.gov/spanish/bloodsugar.html

56

Para evaluar la funcionalidad hepética de los sujetos de estudio, se realizaron ensayos

de perfil hepatico en suero, cuyos resultados reflejaron que la mayoria de los

pacientes y contactos presentaban valores dentro del rango normal, como se observa

en la Figura 13 y 14. Entre las excepciones, en la cohorte de pacientes MB (puntos

rojos), uno presenté valores alterados de GOT y BD, otro present6 valores elevados

de GGT y FA y otro sélo GGT. En cuanto a los contactos MB dos contactos

presentaron valores elevados de BT, BD y B, otro sélo de FA. En la cohorte PB

(puntos azules), un paciente presentd valores levemente elevados de GOT y GPT,

otro solo presentd valores elevados de BD.
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Figura 13. Hepatograma-enzimas hepaticas y bilirrubina en suero de pacientes al
momento del diagnostico, previo al tratamiento. Hepatograma de 23 pacientes, (rojo
pacientes MB con valor alterado y azul pacientes PB con valor alterado) A) Enzimas
hepaticas GOT, GPT y GGT B) Fosfatasa alcalina C) Bilirrubina. Valores de referencia
en UI/L: GOT <40; GGT 9 a 64; GPT <40; FA 40 a 150. En mg/dL: Bilirubina Total
(BT) 0,00 a 1; Bilirrubina directa (BD) 0,00 a 0,25; Bilirubina indirecta (BI) 0,00 a 0,75.
Ensayo automatizado para suero realizado en Architect c4000, Abbott.
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Figura 14. Hepatograma-enzimas hepéticas y bilirrubina en suero de contactos al
momento del diagndstico del caso indice, previo al tratamiento. Hepatograma de 17
contactos intradomiciliarios de pacientes al momento del diagnéstico (rojo CMB con
valor alterado y azul CPB con valor alterado). Valores de referencia en UI/L: GOT <40;
GGT 9 a 64; GPT <40; FA 40 a 150. En mg/dL: Bilirubina Total (BT) 0,00 a 1;
Bilirrubina directa (BD) 0,00 a 0,25; Bilirubina indirecta (BI) 0,00 a 0,75. Ensayo
automatizado para suero realizado en Architect c4000, Abbott.
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Otra variable clinica evaluada en la poblacion de estudio en general fue el recuento
de globulos blancos, obtenidos mediante una prueba de hemograma y como se
muestra en la Figura 15 donde se representan en forma general los niveles de
globulos blancos en pacientes MB, PB, contactos MB y contactos PB. Se observd
que tanto los pacientes como los contactos intradomiciliarios presentaban en
promedio, valores normales de frecuencia absoluta de globulos blancos (A) y
frecuencia relativa, tanto de neutréfilos (B) como de linfocitos (C). En Anexo 1 se

puede encontrar la tabla con resultados del hemograma de los individuos estudiados.

Globulos blancos Frecuencia relativa de Neutréfilos
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Figura 15. Representacion grafica de frecuencia absoluta y relativa de glébulos
blancos. A) Gréafico de frecuencia relativa de glébulos blancos, B) Frecuencia relativa de
Neutrofilos y C) Frecuencia relativa de linfocitos. MB: Paciente multibacilar (n=16), PB:
Paciente paucibacilar (n=7), CMB: Contacto de paciente multibacilar (n=9), CPB:
Contacto de paciente paucibacilar (n=3).

50+

% Linfocitos
5] w B
(=] o o
L L L

o
1

o
1

T
CPB



59

4.2. Evaluacién de anticuerpos anti PGL-1 y anti LID-1 en cada grupo de
estudio

Se evalu6 por vez primera la produccion de anticuerpos IgM anti PGL-I e IgG anti
LID-1 en pacientes MB, PB y respectivos contactos intradomiciliarios de nuestro
pais.
Inicialmente se procedio a estandarizar las pruebas de ELISA in house, siguiendo el
protocolo recomendado por la Fiocruz. Para determinar el valor de punto de corte o
cutoff de cada prueba, se analizaron 100 muestras de suero de donantes saludables de
un banco de sangre de un hospital privado de la capital. EI punto de corte fue
calculado mediante el promedio del valor de OD mas el doble de la desviacién
estandar. Para la prueba de ELISA anti PGL-I, el promedio de densidad 6ptica de los
100 donantes fue 0,174 con una desviacion estandar de 0,161 dando un valor de
punto de corte igual a 0,495. En cuanto a la prueba de ELISA anti LID-1, el
promedio de OD de los donantes sanos fue 0,216 con una desviacion estandar de
0,132 dando un valor de punto de corte igual a 0,481 (Figura 16).
Luego se procedio a la deteccién de anticuerpos IgM anti PGL-I en sueros de
pacientes con lepra y contactos, observandose serorreactividad en el 65% del total de
los pacientes y en el 12% del total de contactos. En el grupo de pacientes, resultaron
serorreactivos 81% de los pacientes multibacilares, 28% de los pacientes
paucibacilares y en el grupo de contactos, resultaron serorreactivos 14% de los
contactos multibacilares. Ningun contacto paucibacilar resulté ser serorreactivo
(Figura 17 A).
De igual manera, se procedio a la deteccion de los anticuerpos 1gG anti LID-1,
observandose serorreactividad en el 63% de los pacientes, de los cuales todos eran
pacientes multibacilares. No se observo serorreactividad en ninguin paciente

pacuibacilar, ni en ningan contacto intradomiciliario (Figura 17 B).
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Figura 16. Determinacion del punto de corte de las pruebas de ELISA anti
PGL-1y anti LID-1 en sueros de donantes sanos. Se muestran los valores de OD a
450 nm y 630 nm de cada donante sano (n=100) en A) ELISA anti PGL-l y B)
ELISA anti LID-1, donde las lineas rojas discontinuas indican el valor de punto de
corte para cada prueba. CP1 corresponde al control positivo y CN1 al control
negativo incluidos en cada ensayo. Los valores se representan con una linea
horizontal que indica el promedio de los mismos acompafiado de la barra de

desviacién estandar.
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Figura 17. Evaluacién de anticuerpos anti PGL-1 y anti LID-1.
Representacion grafica de los valores de OD obtenidos en sueros de pacientes
con lepra MB (n=16) y PB (n=7) y sus contactos (MB n=14 y PB n=3) ante A) el
antigeno PGL-1 y B) el antigeno LID-1. La linea roja discontinua representa el
punto de corte cada prueba, siendo 0,495 para PGL-l y 0,481 para LID-1
respectivamente. MB: pacientes multibacilares, PB: pacientes paucibacilares,
CMB: contactos multibacilares, CPB: contactos paucibacilares.



62

Con el fin de visualizar la proporcién de pacientes y contactos que resultaron
serorreactivos para ambos PGL-1 y LID-1, se grafico las OD obtenidas ante el LID-1
en funcion a las OD obtenidas ante el PGL-I, observandose que 10 pacientes MB
resultaron ser serorreactivos para ambos antigenos, representando el 43% del total de

pacientes reclutados, como se observa en la Figura 18.
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Figura 18. Perfil de anticuerpos anti PGL-1 y anti LID-1 en los grupos de estudio.
Representacion grafica de las OD obtenidas en las pruebas de ELISA anti LID-1 en
funcidn a las obtenidas en PGL-I. La linea discontinua roja indica el punto de corte de la
prueba anti PGL-I (0,495) y la azul de anti LID-1 (0,481).

MB: pacientes multibacilares, PB: pacientes paucibacilares, CMB: contactos
multibacilares, CPB: contactos paucibacilares.
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El indice bacterioldgico (IB) de los pacientes es considerado una medida de
estimacion de la carga bacilar y se ha descrito una relacién directa con el nivel de
anticuerpos detectados (49), por lo que utilizamos el resultado de baciloscopia para
evaluar la calidad de nuestro ELISA in house. Cabe mencionar que los valores de
indice bacteriologico fueron determinados en el laboratorio de microbiologia del
Programa Nacional de Lepra, a partir de la baciloscopia. Para facilitar su analisis,
como se puede observar en la Tabla 4, los IB fueron estratificados en tres grupos:
menor a 2 cruces (< 2+), de 2 a 3,9 cruces (2+ a 3,9+) y mayor a 3,9 cruces (> 3,9+).
Se pudo observar que a medida que aumentaba el 1B, aumentaba la frecuencia de
pacientes positivos para ambos anticuerpos IgM anti PGL-1 e IgG anti LID-1,
observandose 28% de positivos para ambos anticuerpos en pacientes con IB <2+,
esta frecuencia aumenta a 87,5% en pacientes con IB de 2+ a 3,9+ y el Unico
paciente con IB > 3,9+ también present6 PGL-1 y LID-1 positivo. Teniendo en
cuenta estos resultados, se evaluaron las OD obtenidas en ambas pruebas en funcion
al indice bacterioldgico, observandose una correlacion positiva y estadisticamente

significativa (Figura 19).

Tabla 4. Proporciones y frecuencias de pacientes MB serorreactivos anti PGL-
I y anti LID-1 con respecto al IB
Numero de

Grupo 1B PGL-I LID-1  PGL-lyLID-1
muestras
<2+ 7 417 (57T%)  2/7 (28%)  2/7 (28%)
MB 2+ a3,9+ 8 8/8 (100%) 7/8(87,5)  7/8(87,5)
>39+ 1 1/1 (100%) 1/1 (100%)  1/1 (100%)
10/16
Total 16 13/16 (81%)  (62%)  10/16 (62%)

MB=multibacilar, IB=indice bacterioldgico. Punto de corte de la prueba de ELISA
para anti PGL-1=0,495 y para anti LID-1= 0,485.
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Figura 19. Perfil de las pruebas de ELISA anti PGL-1 y LID-1 en funcion al indice
bacterioldégico. La OD de la prueba de ELISA anti PGL-1 en funcién al indice
bacteriol6gico mostré una correlacion significativa (correlacion de Pearson; *p<0.001).

4.3.Deteccion de ADN de M. leprae en muestras de sangre periférica de
pacientes y contactos intradomiciliarios

A partir de muestras de sangre heparinizada y con estabilizador de material genético
(Tempus), se realizd la extraccion de acidos nucleicos totales y se procedio a la
deteccion de ADN de M. leprae evaluando el gen RLEP. Los resultados obtenidos
por paciente y contacto se muestran en la Tabla 5 y 6, interpretindose como
“detectable” cuando el cycle threshold (Ct) o ciclo umbral de la muestra es menor a
37 y “no detectable” cuando supera este valor.
El ADN de M. leprae fue detectado en 16/23 (70%) de muestras de sangre del total
de pacientes (MB y PB), siendo que dentro del grupo MB fue detectado en 11/16
(69%) y dentro del grupo PB fue detectado en 5/7 (71%). Asi también se observé que
fue detectado en 7/17 (41%) del total de contactos, siendo que en contactos de
pacientes MB se detectd en 5/14 (36%) y en contactos de pacientes PB 2/3 (67%).
Los valores de Ct se pueden visualizar en la Tabla 7. Las curvas de amplificacion

obtenidas se muestran en la Figura 20 y 21.
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Tabla 5. Valores de Ct obtenidos con la evaluacion del gen RLEP en muestras de sangre

total de pacientes.

Clasificz_icién Paciente Valor de Ct Resultado
Operacional RLEP
1 34,38 Detectable
2 31,09 Detectable
5 NA No detectable
6 33,9 Detectable
7 38,82 No detectable
8 34,01 Detectable
9 39,22 No detectable
MB 10 35,4 Detectable
12 34,93 Detectable
13 29,63 Detectable
15 NA No detectable
16 NA No detectable
17 31,25 Detectable
18 32,02 Detectable
19 32,55 Detectable
20 33,57 Detectable
3 NA No detectable
4 36,87 Detectable
11 34,59 Detectable
PB 14 30,29 Detectable
21 32,08 Detectable
22 36,5 Detectable
23 NA No detectable

NA: no amplifica
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Tabla 6. Valores de Ct obtenidos con la evaluacion del gen RLEP en muestras de
sangre de contactos

Clasificacién
operagional Caso Contacto Valor de Ct Resultado
Indice RLEP
1 NA No detectable
2 36,12 Detectable
3 32,97 Detectable
4 34,1 Detectable
5 NA No detectable
6 37,51 No detectable
MB 7 NA No detectable
8 35,11 Detectable
9 36,31 Detectable
10 39,56 No detectable
11 NA No detectable
12 NA No detectable
13 NA No detectable
14 NA No detectable
15 32,12 No detectable
PB 16 35,11 Detectable
17 39,13 No detectable

NA: no amplifica

Tabla 7. Deteccion de ADN de M. leprae en muestras de sangre de pacientes y
contactos

Sujetos de estudio Frecuencia Frecuencia relativa
absoluta porcentual (%)
Pacientes
MB 11/16 69
PB 57 71
Total 16/23 70
Contactos
CMB 5/14 36
CPB 2/3 67

Total 7/17 41
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Figura 20. Curvas de amplificacion obtenidas mediante gRT-PCR con sonda para la
evaluacion del gen RLEP en muestras de sangre periférica de pacientes con lepra. A)
Pacientes MB (n=16) y B) Pacientes PB (n=7). Control positivo con Ct igual a 22.
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Figura 21. Curvas de amplificacion obtenidas mediante qRT-PCR con sonda para la
evaluacién del gen RLEP en muestras de sangre periférica de contactos. A) Contactos
de pacientes MB (n=14) y B) Contactos de pacientes PB (n=3). Control positivo con Ct
igual a 22.
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4.4. Evaluacion de la expresion génica de citocinas del perfil Thly Th2
Se realizd RT-gPCR con SYBR Green® para la evaluacion de expresiones génicas de
citocinas del perfil Thl y Th2 en sangre periférica de pacientes y contactos. En la
reaccion, se analizo la curva de melting para evaluar la calidad de la reaccién de
amplificacion. En la Figura 22 se pueden observar las curvas de amplificacion y
curvas de melting (Tm 81,2°C) de pacientes y contactos, respectivamente para el gen
housekeeping RNAseP humana. Los datos de Ct obtenidos en este ensayo fueron
empleados para el calculo del cambio de expresion génica por el método de 2744,
A B

Amplification Melt Peak
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Figura 22. Evaluacién de expresion génica del gen housekeeping RNAseP por
RT-gPCR con SYBR Green® en sangre periférica de pacientes y contactos. A)
Curvas de amplificacién y B) Curvas de melting del gen RNAseP, cuyos datos se
emplearon para el andlisis del cambio de expresion génica de citocinas.

En el anélisis de expresion génica de citocinas del perfil Thl, al evaluar el nivel de
expresion génica de IFN-y se observo una diferencia estadisticamente significativa
en el nivel de expresion génica entre pacientes MB y PB, siendo mayor en pacientes
PB (p=0,0371). No se observé diferencia estadisticamente significativa entre CMB y
CPB en la poblacion estudiada (Figura 23 A). En la Figura 23 B y C se presentan
los niveles de expresion génica en pacientes y contactos segun la clasificacion
clinica, observando un valor por encima de la media entre los pacientes MB
clasificados como BL. Asi también, entre los contactos MB, uno de ellos cuyo caso
indice se clasifico como LL, presentd un nivel de expresion génica por encima de la
media de ese grupo. En la Figura 23 D y E, se presentan las curvas de amplificacion

y melting con una Tm de 74°C.
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Figura 23. Evaluacion de expresion génica de IFN-y en sangre periférica por RT-
gPCR con SYBR Green®. A) Pacientes y contactos segun su clasificacion operacional B)
Pacientes MB segun su clasificacion clinica, LL o BL C) Contactos MB agrupados segun la
clasificacion clinica del paciente, LL o BL. D) Curvas de amplificacion E) Curvas de
melting del producto de amplificacion. MB: pacientes multibacilares, PB: pacientes
paucibacilares, CMB: contactos de pacientes multibacilares, CPB: contactos de pacientes
paucibacilares. Se empled la prueba de t-Student con significancia de p<0,05 para
comparar MB vs PB 'y CMB vs CPB.
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En la Figura 24 A se presenta los resultados del analisis del nivel de expresion génica de
IL-12. Se observé una tendencia de expresion aumentada en el grupo de pacientes PB en
comparacion con MB, pero sin significancia estadistica. Por otro lado, en la Figura 24 B,
en el caso de los pacientes BL se observo variabilidad en la expresion en comparacion al
LL. En la Figura 24 D y E se presentan las curvas de amplificacion y de melting con una
Tm de 72,5°C obtenidos en el andlisis de esta citocina, con esta poblacion de estudio.

Asi también se evalud la expresion del gen de la citocina IL-1B, en la Figura 25 A, el cual
no presentd diferencia estadisticamente significativa entre los diferentes grupos. Sin
embargo, se observaron valores outliers que diferian de la tendencia del resto de los valores
en la cohorte MB, los cuales se pueden observar en la Figura 25 B y C de pacientes y
contactos respectivamente segun la clasificacion clinica del paciente, observandose nivel
elevado de expresion de este gen en el grupo de pacientes LL y en cuanto a los contactos, el
valor atipico se observé en el grupo de contactos de pacientes con BL. En la Figura25 Dy

E, se presentan las curvas de amplificacion y de melting con Tm de 76°C.
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Figura 24. Evaluacion de expresion génica de IL-12 en sangre periférica por RT-
gPCR con SYBR Green®. A) Pacientes y contactos segun su clasificacion operacional
B) Pacientes MB segun su clasificacion clinica, LL o BL. C) Contactos MB agrupados
segun la clasificacion clinica del paciente, LL o BL. D) Curvas de amplificacion E)
Curvas de melting del producto de amplificacién. MB: pacientes multibacilares, PB:
pacientes paucibacilares, CMB: contactos de pacientes multibacilares, CPB: contactos de
pacientes paucibacilares.
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Figura 25. Evaluacion de expresion génica de IL-1B en sangre periférica por
RT-gPCR con SYBR Green®. A) Pacientes y contactos segun su clasificacion
operacional B) Pacientes MB segun su clasificacion clinica C) Contactos MB D)
Curvas de amplificacion E) Curvas de melting del producto de amplificacion. MB:
pacientes multibacilares, PB: pacientes paucibacilares, CMB: contactos de
pacientes multibacilares, CPB: contactos de pacientes paucibacilares.

Por otro lado, también se evaluo el cambio en la expresion génica de una citocina del
perfil Th2, IL-4. Como se observa en la Figura 26 A, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el cambio de expresion del gen de esta citocina

entre los diferentes grupos, de hecho en general hubo bajo nivel de expresion de esta

citocina en todos los grupos. En la Figura 26 B y C se representan estos valores
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segln la clasificacion clinica del paciente. En la Figura 26 D y E, se presentan las

curvas de amplificacion y de melting con Tm de 80°C.
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Figura 26. Evaluacion de expresion génica de IL-4 en sangre periférica por RT-
gPCR con SYBR Green®. A) Pacientes y contactos segun su clasificacion
operacional B) Pacientes MB segun su clasificacion clinica, LL o BL C) Contactos
MB agrupados segun la clasificacion clinica del paciente, LL o BL. D) Curvas de
amplificacion E) Curvas de melting del producto de amplificacion. MB: pacientes
CMB: contactos de pacientes
multibacilares, CPB: contactos de pacientes paucibacilares.

multibacilares,

PB: pacientes paucibacilares,
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También se evalud el cambio en la expresion génica de las citocinas TNFa, IL-10 e
IL-6, las cuales estan en proceso de optimizacion de la reaccidon para mejorar las
curvas de melting, pero los resultados preliminares se presentan en la Figura 27.
Estos resultados no son discutidos en el presente trabajo debido a que los protocolos
estan en proceso de optimizacion.

A e

TNFa

@
|
88888

b

P
i
-

H

TNFa

Fold change
TNFa mRNA/RNAseP
»
A
H

<

IL-10

Fold change
IL-10 mRNA/RNAseP

IL-6 w0
2.0+
1.5+ 00

1.0

-

e
kY
|
b

Fold change
IL-6 mRNA/RNAseP
(-]
w
L

MB PB cmB cPB

Figura 27. Evaluacion de expresion génica de citocinas en sangre periférica
por RT-gPCR con SYBR Green®. A) TNFa B) IL-10 y C) IL-6. Niveles de
expresion génica (izquierda), curvas de amplificacion y melting (derecha) de cada
citocina, en pacientes y contactos segun clasificacion operacional. MB: pacientes
multibacilares, PB: pacientes paucibacilares, CMB: contactos de pacientes
multibacilares, CPB: contactos de pacientes paucibacilares.
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Como control de calidad, se realizé una corrida de electroforesis en gel de agarosa
para verificar el tamafo de algunos productos seleccionados para cada citocina
evaluada y descartar la presencia de amplificaciones inespecificas (Figuras 28 y 29).
En la Figura 28 se presenta una imagen de electroforesis en gel de agarosa al 1,5%,
donde se observa una sola banda de aproximadamente 100 bp del producto de
amplificacion obtenido para cada citocina evaluada IFN-y, IL-12 e IL-4 , cercanos a
los pb esperados para cada uno, como se observa en la Tabla 8. En la Figura 29 se
presenta una imagen de electroforesis en gel de agarosa al 2% en la cual se observa
una sola banda para cada gen evaluado IL-1p y RNAseP. Los carriles 1 y 2
corresponden al producto de amplificacion de la reaccién de la citocina IL-1p, en

donde no se observan productos de amplificaciones inespecificas.

Tabla 8. Tamario de los productos de amplificacidn en pares de base (bp)

Pares de base del

Gen Blanco producto de
amplificacion
IFN-y 139
IL-12 100
IL-4 70
IL-1B 78

RNAseP 65
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Figura 28. Electroforesis en agarosa al 1,5% de los productos de RT-qPCR de
citocinas.

Orden de corrida por carriles: TNFa (1 al 3); IL4 (4 al 6); IFN-y (7 al 9); 1L12 (10 al
12); 13 (Marker 100bp). Los carriles 3, 6, 9 y 12 son controles negativos sin
templado (NTC). Todos los productos tienen peso molecular cercano a 100bp.

3000 bp
1000 bp

500 bp

100 bp

Figura 29. Electroforesis en agarosa al 2% de los productos de RT-gPCR de
IL1p y RNAseP.

Orden de corrida por carriles: IL1B (1 al 3). El carril 3 es control negativo sin
templado (NTC). RNAseP (4 al 6); control positivo RNAseP (7 y 8); 9 (Marker
100bp). IL1p presenta un peso de 78 bp y RNAseP un peso de 65 bp.
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Los resultados de qPCR para RLEP, ELISA anti PGL-I, LID-1 y niveles de
expresién génica de citocinas se consolidaron en la Tabla 9 y 10 obtenidos de
manera individual para cada paciente y contacto, segun la clasificacién operacional
del caso indice y segun la clasificacion clinica.

Se puede observar que algunos pacientes MB dieron un resultado negativo para la
gPCR de RLEP especifica para M. leprae, sin embargo fueron serorreactivos para
los antigenos PGL-I y/o LID-1 (pacientes 5, 11 y 12) (Tabla 9).

Asi también se pudo observar que el paciente 16 con clasificacion clinica BL, fue
positivo para gPCR de M. leprae y para las pruebas serologicas, como también
presenté aumento en el cambio de la expresion génica de citocinas proinflamatorias,
como IFN-y, IL-12 e IL-1p. Por otro lado, el paciente 13, también de clasificacion
clinica BL, Unicamente presentd aumento de expresion relativa de IL-12.

En cuanto a la cohorte PB, los pacientes 22 y 23 no presentaron serorreactividad para
antigenos PGL-1 y/o LID-1, obtuvieron un resultado positivo para la qPCR de M.
leprae y mostraron un aumento en la expresion génica de IFN-y e 1L-12.

Los pacientes 18 y 19 ambos PB, de clasificacion clinica TT y BT respectiva-mente,
tuvieron resultado negativo para gPCR de M. leprae, no fueron serorreactivos para
las pruebas seroldgicas, pero presentaron un aumento en el cambio de la expresion
génica de IFN-y e IL-12. Con respecto a los contactos, se observaron contactos que
fueron positivos para la gQ°PCR de M. leprae y no presentaron serorreactividad para
ambos antigenos (5, 10, 11, 13 y 15). También se observd que un contacto de
paciente MB resultd serorreactivo para PGL-1 pero negativo para la prueba de gPCR
para M. leprae (contacto 4) (Tabla 10). En esta tabla también se puede observar que
algunos contactos presentaron mayor cambio en la expresion de citocinas del perfil
Th1, en especial IFN-y e IL-12, entre los cuales estan algunos contactos MB cuyo
caso indice presento alto IB (contactos 1, 5y 7), bajo IB (contactos 6 y 13) y por
ultimo, dos de los 3 contactos PB (contactos 16 y 17). Solo el contacto 7, cuyo caso

indice es LL, presentd aumento en el cambio de expresidn génica de I1L-4.



Tabla 9. Resultados de qPCR para RLEP, ELISA anti PGL-I/ LID-1 y niveles de expresion génica de citocinas en pacientes
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CIasific_aci()n CIasific_acién Paciente . IB ADN M. leprae PGL-I Cutoff 0,495 @ LID-1 Cutoff 0,481 = Cambio en la expresion génica de citocinas
operacional clinica Ct | Resultado OD  Resultado OD | Resultado IFN-y IL-12 IL-1p IL-4
1 3 34,38 Positivo 2,572 Positivo 1,603 Positivo 0,346 0,60 1,90 0,12
2 2,5 31,09 Positivo 2,413 Positivo 1,360 Positivo 0,602 1,85 3,26 0,34
3 3,3 33,9 Positivo 2,623 Positivo 0,712 Positivo 0,230 0,32 17,37 0,05
4 2 34,01 Positivo 2,589 Positivo 1,593 Positivo 0,367 0,97 0,43 0,07
5 3 39,22 Negativo 2,215 Positivo 1,052 Positivo 0,033 0,13 0,32 0,01
LL 6 5 35,4 Positivo 2,298 Positivo 0,818 Positivo 0,564 0,98 3,61 0,11
7 2,5 34,93 Positivo 2,611 Positivo 1,397 Positivo 0,105 0,19 0,46 0,06
MB 8 0 29,63 Positivo 0,264 Negativo | 0,367 Negativo 0,128 0,74 25,69 0,17
9 2 31,25 Positivo 2,518 Positivo 0,961 Positivo 0,407 0,66 2,85 0,00
10 3 33,57 Positivo 1,563 Positivo 0,428 Negativo 0,080 0,28 0,64 0,01
11 0,6 NA Negativo 1,194 Positivo 0,553 Positivo 0,000 0,000 0,000 0,000
12 1 38,82 Negativo 1,894 Positivo 0,309 Negativo 0,230 0,70 2,70 0,13
BL 13 0,5 NA Negativo 0,134 Negativo | 0,153 Negativo 0,564 5,01 0,32 0,06
14 0 NA Negativo 0,271 Negativo | 0,143 Negativo SD SD SD SD
15 0,2 32,02 Positivo 0,714 Positivo 0,542 Positivo 0,000 0,00 0,000 0,02
16 1 32,55 Positivo 1,464 Positivo 0,367 Negativo 1,436 4,27 3,22 0,32
T 17 0 36,87 Positivo 0,565 Positivo | 0,273 Negativo 0,1 0,3 1,6 0,1
18 0 NA Negativo | 0,339 Negativo | 0,314 Negativo 2,2 15 0,6 0,1
19 0 NA Negativo | 0,463 Negativo | 0,220 Negativo 1,5 10,0 0,0 0,0
PB BT 20 0 34,59 Positivo 0,255 Negativo | 0,317 Negativo 0,1 0,3 2,2 0,0
21 0 32,08 Positivo 1,410 Positivo | 0,447 | Negativo 2,1 3,2 3,0 0,2
BB 22 0 30,29 Positivo 0,401 Negativo | 0,150 Negativo 1,4 2,1 2,6 0,0
23 0 36,5 Positivo 0,070 Negativo | 0,160 | Negativo 9,6 19,6 0,0 0,3

NA: no amplifica; SD: sin dato para RNAseP




Tabla 10. Resultados de gPCR para RLEP, ELISA anti PGL-1/ LID-1 y niveles de expresidn génica de citocinas en contactos

mbio en |

Datos del Caso indice ADN M. leprae CuFt’(();ffL(-)! s Cutlz) IfIfD(;,1481 exp(r::s!c’)z c_g)]gnicz de
Contacto citocinas

%L?:;‘;‘g%cr:g? C'asl'l,f;ﬁ?;"’” B Ct | Resultado OD  Resultado OD | Resultado IFN-y | IL12 IL-1B  IL-4

3,3 1 NA Negativo | 0,245 | Negativo | 0,318 | Negativo | 0,9 | 28 | 0,0 | 0,7

2 2 341 | Positivo | 0,590 | Positivo | 0,144 = Negativo | 05 09 13 01

3 3 NA Negativo | 0,221 = Negativo | 0,178 = Negativo | 0,1 | 0,3 | 0,0 0,0

0 4 37,51 | Negativo | 0,612 Positivo | 0,166 = Negativo | 04 | 06 | 55 | 0,1

LL 2 5 36,31 = Positivo | 0,184 = Negativo | 0203 | Negativo | 21 | 40 148 05

0,2 6 39,56 = Negativo | 0,083 = Negativo | 0,177 | Negativo | 03 | 43 | 44 0.2

3 7 NA | Negativo | 0,175  Negativo | 0,156 = Negativo | 634 6,3 | 0,0 | 56

MB 3 8 NA | Negativo | 0,132 = Negativo | 0,155 | Negativo | 0,0 | 0,3 00 0,0

2 9 NA | Negativo | 0,220 | Negativo ' 0,157 | Negativo = 03 | 31 0,7 0,1

1 10 36,12 | Positivo | 0,288  Negativo | 0233 | Negativo ' 03 | 0,8 | 0,7 | 0,0

1 11 32,97 | Positivo | 0,169 | Negativo | 0,145  Negativo | 04 | 0,7 | 2,6 | 0,0

BL 0,5 12 NA | Negativo | 0,290  Negativo | 0228 = Negativo | 01 | 04 | 28 |01

0,5 13 35,11 | Positivo | 0,229 | Negativo | 0195  Negativo | 43 159 0,0 | 0,4

1 14 NA | Negativo | 0,258 = Negativo | 0,175 | Negativo | 04 | 0,3 18 0,0

TT 0 15 35,11 | Positivo | 0,392 | Negativo | 0,175  Negativo | 04 06 | 1,3 | 0,0

PB 0 16 32,12 | Negativo | 0,452 = Negativo | 0207 | Negativo | 16 | 3,6 10,8 1,0

BT 0 17 39,13 | Negativo | 0,163 | Negativo | 0089 = Negativo | 21 | 36 | 27,406

NA: no amplifica




80

Se realizd un anélisis de correlacion en las citocinas que mayor cambio de expresion
presentaron, IFN-y e IL-12, tanto en pacientes PB (Figura 30 A), como en pacientes
MB (Figura 30 B). Se observd una correlacién positiva estadisticamente
significativa en cada caso, en PB con un valor de p= 0,0058 y en MB un valor de p=

0,0010.
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Figura 30. Correlaciones entre las expresiones génicas de citocinas IFN-y e IL-
12. A) pacientes PB y B) pacientes MB. Se realizd correlacion de Pearson con una
significancia de p<0,05 para comparar los niveles de expresion génica de ambas
citocinas en los diferentes grupos.



5. DISCUSION
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La lepra es una enfermedad antigua que aun se considera endémica en algunos paises
a pesar de la disminucion de la prevalencia a nivel mundial (63). Si bien Paraguay no
es considerado endémico para esta enfermedad, se siguen registrando alrededor de
300 casos nuevos al afio, inclusive en nifios, lo cual indica que el patégeno M. leprae
sigue transmitiéndose de manera activa en nuestro pais (56). Se han reportado datos
de caracterizaciones demograficas, clinicas y epidemiolégicas sobre casos de lepra
en Paraguay (64), sin embargo el presente trabajo estudia por vez primera la
respuesta inmunologica molecular de los pacientes paraguayos de lepra como
también en sus contactos intradomiciliarios. Este estudio puede brindar informacion
importante que ayude a comprender la capacidad de M. leprae de modular la
respuesta inmunoldgica del hospedero y a su vez puede tener implicaciones para el
desarrollo de estrategias de diagnostico precoz o terapéuticas que busquen prevenir la
transmision, asi como los dafios neurales.

Todos los sujetos del presente estudio fueron diagnosticados por expertos del PNCL
por métodos clinicos asociados a baciloscopia y en algunos casos histopatologia. En
el momento del diagnostico ademas de la ficha epidemioldgica de rutina, tanto
pacientes como contactos fueron entrevistados por el equipo cientifico para colectar
datos siguiendo una encuesta recomendada por la Fiocruz. Este componente del
proyecto ha generado informacién demogréfica, epidemioldgica y econémico-social
valiosa. En el periodo 2018-2020, un total de 222 pacientes asistieron al PNCL, de
los cuales 78% fueron hombres. En nuestra pequefia poblacion de estudio también se
registraron mas casos de esta enfermedad en hombres que en mujeres. Es sabido que
la infeccion es mas frecuente entre los hombres que entre las mujeres, que podria
deberse a la ocupacion y formas de exposicion (65). En cuanto a la distribucién
geografica, el interior del pais fue el de mayor registro de frecuencia de casos, lo cual
es esperable, debido a la mayor prevalencia de la enfermedad en regiones tales como
San Pedro y Alto Parana (35), ademas la lepra es considerada una enfermedad rural
(16).

Las caracteristicas socioeconémicas y epidemioldgicas también muestran su impacto
en la transmision de la lepra en nuestro pais ya que las variables registradas con
mayor frecuencia tanto en pacientes como en contactos intradomicilio estan

asociadas a un mayor riesgo de lepra, tales como las condiciones de vida hacinadas,
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el trabajo manual, el registro de niveles reducidos de ingresos, educacion y factores
que reflejan condiciones de vida desfavorables (66).

Otro dato resaltante durante la entrevista fue la dificultad de obtener informacion
sobre el estado de vacunacion con BCG. Generalmente se lo obtiene a partir de la
observacion de la cicatriz de BCG y/o la verificacion de documentos de vacunacion.
Se sabe que ademas de la vacunacion sistematica con BCG al nacer para prevenir la
tuberculosis, en paises endémicos como Brasil, la BCG se recomienda oficialmente
para los contactos domésticos de casos de lepra (16), sin embargo no todos los
sujetos presentaban cicatriz o el carnet de vacunacién en nuestro estudio. Se hace
necesario una base de datos nacional digitalizada para mejorar el acceso a este tipo
de datos.

Como el diagnostico de la lepra se basa en la evidencia, se requiere la presencia de al
menos una manifestacion clinica y posterior confirmacion por baciloscopia. Por esta
razén el diagnostico de la lepra del polo lepromatoso o multibacilar es mucho méas
frecuente que el diagndstico de la lepra del polo tuberculoide o paucibacilar, cuyo
diagnostico representa un mayor desafio. Un programa de control de lepra que
realiza busqueda activa y seguimiento de contactos consigue aumentar la tasa de
deteccion de paucibalcilares (67).

En Paraguay la tasa de deteccion de casos paucibacilares es nada méas que 11% del
total de pacientes por afio, esto también se vié reflejado en los datos obtenidos en el
presente estudio. Ademas de la dificultad de deteccion de este tipo de pacientes,
durante este proyecto hemos observado componentes econémicos y sociales que
afectaron el reclutamiento de pacientes.

Durante la basqueda activa de contactos de casos nuevos, frecuentemente existio una
conducta reacia por parte de contactos y familiares de pacientes de consultar de
forma preventiva o de control, por miedo al estigma. Ademas, existe limitacion
econdmica para el desplazamiento al PNCL. Estos factores hacen que se detecte la
enfermedad en estadio avanzado.

Como este trabajo forma parte de un proyecto macro en el cual se evalUan pacientes
posterior al tratamiento, durante el seguimiento de los pacientes y contactos, uno de
los contactos de un paciente MB presentd manifestaciones clinicas luego de la

finalizacion del tratamiento de su caso indice, diagnosticAndose como un caso de
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lepra PB, resaltandose asi la importancia del monitoreo de los contactos
intradomicilio. El diagndstico e inicio temprano del tratamiento, antes del avance de
la enfermedad a su estadio discapacitante, es uno de los pilares de la campafa de
eliminacién de la lepra establecida por la OMS (15).

Ademas de factores epidemioldgicos, en este estudio el estado clinico-laboratorial de
los pacientes y contactos también fue evaluado. La alta carga bacilar en los pacientes
con lepra genera una constante exposicion de d&rganos internos a este
microorganismo. El higado es un 6rgano que presenta afecciones significativas en
esta enfermedad (68). En el presente estudio fueron analizados los niveles de
enzimas séricas que reflejan el perfil hepatico de pacientes al momento del
diagnostico de la enfermedad, observandose que algunos pacientes, presentaban
niveles que superan el valor de referencia de GOT, GPT, GGT y FA, aunque la
mayoria presentaron valores dentro del rango. Se ha publicado que algunos pacientes
con lepra, especialmente del polo lepromatoso, pueden presentar afectaciones
hepéticas debido a la presencia del bacilo, pudiéndose observar alteraciones del nivel
de algunas enzimas como GOT y GGT, incluso se han registrado reportes de lesiones
granulomatosas en biopsias de higado mediante estudios histopatologicos (67,69).

El diagndstico de lepra es un desafio, ya que no existen métodos estandar de oro para
diferenciar entre infeccion y enfermedad. Se han desarrollado muchas técnicas
nuevas para diagnosticar la lepra a nivel de campo, de modo que la vigilancia de los
contactos se pueda realizar de una mejor manera. Ademas de intentar eliminar la
enfermedad, existe una incidencia cada vez mayor de resistencia a la rifampicina, la
clofazimina y la dapsona, por lo que se necesitan mejores algoritmos para el
diagnostico de la lepra (70). Por mucho tiempo la baciloscopia ha sido la Unica
herramienta laboratorial de apoyo diagnostico. Actualmente existen ensayos
inmunologicos (ELISA, tests rapidos) y moleculares (QPCR) que complementan el
diagnostico clinico. En este estudio, por vez primera en Paraguay aplicamos la
técnica de ELISA para la deteccion de anticuerpos especificos para M. leprae, con el
fin evaluar la serorreactividad de los pacientes y contactos intradomiciliarios. Se
estandarizaron localmente pruebas de ELISA ante el antigeno PGL-1 y el LID-1. La

serorreactividad del ELISA PGL-I detectada en este estudio piloto fue similar a lo
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publicado en otros trabajos, tanto en pacientes MB (81%), PB (28%) como en
contactos de pacientes MB (14%).

Se ha demostrado que los contactos domésticos seropositivos de pacientes con lepra
tienen tres veces mas probabilidades de desarrollar lepra en comparacion con los
seronegativos (43,71), razon por la cual, fueron notificados al PNCL.

La identificacion de los contactos intradomiciliarios de alto riesgo permitira que los
recursos del programa de control estén mas enfocados en un seguimiento riguroso de
estos contactos para la aplicacion correcta de un tratamiento en caso de inicio de
sintomas. Por tanto un screening seroldgico con este antigeno podria utilizarse como
alerta precoz en contactos domésticos (72,73) especialmente en aquellos cuyo caso
indice es un paciente MB y para la deteccidn de individuos con infeccién subclinica
y asintomatica por M. leprae (74).

Anteriormente se consideraba que la deteccion de IgM anti PGL-1 podria ser buena
herramienta en el diagndstico de la enfermedad tanto multibacilar como paucibacilar
(75), pero mas adelante se vi6 que la deteccidn de anticuerpos es especialmente Util
para el apoyo en el diagndstico de lepra MB, no asi en pacientes con PB. Lo
anteriormente expuesto fue comprobado al observar una baja serorreactividad en
pacientes PB (28%), lo cual se correlaciona directamente con el tipo de respuesta
inmune que generalmente caracteriza a ese polo de la enfermedad (76). Ademaés de
la desventaja mencionada, se han reportado que en areas endémicas se pueden
observar valores elevados de anticuerpos IgM anti PGL-I en individuos que no
desarrollan la enfermedad debido a la continua exposicion a micobacterias viables
(43,44). La prueba de serologia anti PGL-1 es ampliamente utilizada en paises como
Brasil, como herramienta auxiliar de diagndéstico, y también se ha encontrado utilidad
en el seguimiento del tratamiento de la enfermedad, debido a que los niveles de
anticuerpos presentan una tendencia de decaimiento con el tratamiento, asi también
se ha visto mayor nivel de anticuerpos en pacientes que no han recibido tratamiento
(77). Aunque el seguimiento de pacientes escapa a los objetivos trazados para esta
tesis, la disminucion de los niveles de anticuerpos IgM anti PGL-I también se ha
observado en los ensayos seroldgicos realizados a los pacientes paraguayos posterior

al tratamiento (datos mostrados en Figura 32 Anexo 4).
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Al analizar el nivel de deteccion de anticuerpos IgG anti LID-1, en comparacion al
ELISA anti PGL-I observamos una menor serorreactividad en pacientes MB (63%) y
una ausencia de serorreactividad en pacientes PB y contactos. A pesar de ello, resulta
importante conocer los niveles de serorreactividad ante LID-1 ya que se ha visto en
otros estudios que la misma se correlaciona mejor con la aparicion de sintomas en
pacientes en seguimiento (44).

Si bien la serorreactividad al LID-1 obtenida en este trabajo presenté valores mas
bajos que algunos reportes de la literatura (46,50), cabe resaltar que esta es la
primera vez que se evalla la utilidad de estos antigenos en la poblacion paraguaya,
en donde la situacion epidemioldgica real de la enfermedad no es clara.

Por otro lado, algunos estudios reportaron menor sensibilidad de esta prueba y
sugieren no usar LID-1 como diagndstico independiente pero si como herramienta
para la deteccion e identificacion de personas con alto riesgo que podrian
beneficiarse de un seguimiento o control periédico (78).

Estudios previos han demostrado una correlacion entre la serorreactividad ante PGL-
I y LID-1 y el indice baciloscépico, razén por la cual se los considera un buen
marcador de la carga bacteriana (49,79). Esto se correlaciona con los resultados
obtenidos en este estudio, donde se observd un aumento de serorreactividad a medida
que aumentaba el indice baciloscopico, observandose inclusive un 100% de
serorreactividad en aquellos pacientes con indice baciloscopico mayor o igual a 2
cruces.

La OMS sugiere que la vigilancia de contactos como una estrategia de control facil
para bloquear la transmisidn. Sin embargo, no se pudo reducir la tasa de deteccién de
casos Nuevos como se esperaba, por lo que investigaciones recientes se centran en el
diagnostico precoz (80). El uso de Regiones de elementos repetitivos (RLEP) del
genoma de M. leprae tiene la ventaja de ser sensible como herramienta de apoyo
diagndstico (70). Existen varios materiales biologicos para el diagnéstico molecular
de M. leprae, entre ellos la sangre, considerada una posible via del proceso de
infeccion, un paso transitorio de los bacilos, después del ingreso de M. leprae a
través de la mucosa del tracto respiratorio superior y antes de la alteracion del

sistema nervioso periférico (81). En ese sentido y continuando con la evaluacion
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local de posibles herramientas auxiliares de diagndstico de lepra, se encuentra la
prueba basada en método molecular de deteccion de material genético de M. leprae.

En este estudio se realizé la deteccion de ADN de M. leprae a partir de muestra de
sangre periferica al momento del diagnostico de pacientes y contactos, evaluando el
gen de secuencia de elementos repetitivos RLEP, que resulta menos invasiva que las
biopsias de piel. En este estudio se observé un 11/16 (69%) de positividad en
pacientes MB, 5/7 (71%) en PB y 7/17 (41%) en el total de contactos. En la literatura
se ha publicado una baja tasa de deteccion de ADN de M. leprae en muestras de
sangre total, siendo 13%-17% de los pacientes MB, 0% de pacientes PB, pero estos
porcentajes aumentaron al analizar muestras de biopsias de piel (100% pacientes MB
y 75% pacientes PB) (82,83). Este fendmeno puede explicarse por el hecho de que
presumiblemente el bacilo solo se detecta en la sangre durante el corto periodo en el
que migra a las extremidades, que es la ubicacion de las condiciones Optimas para la
supervivencia de las bacterias y por tanto, existe una mayor probabilidad de detectar
material genético de la micobacteria a partir de biopsias de piel (81). En un estudio
de Brasil, el método gPCR detectd RLEP en muestras de sangre periférica en 200
casos de lepra no tratados y 826 contactos domésticos (81). Este estudio revel6 que,
si la PCR era positiva en las muestras de sangre de los casos indice en el momento de
la deteccion, los contactos tenian un mayor riesgo de desarrollar lepra en una fecha
posterior (81). En otro estudio se evalué la efectividad de una prueba de gPCR
multiplex, para la deteccion simultdnea de varios genes blanco ademéas de RLEP,
tales como 16S-rRNA y sodA observandose un aumento en el porcentaje de
positividad, 86% en pacientes PB y 54% en contactos a partir de muestras de sangre,
comparada al ensayo monoplex, 46,6% en pacientes PB y 0% en contactos (84). Esta
técnica podria futuramente ser aplicada a muestras del presente estudio. Se ha
reportado que contactos con PCR positiva en sangre en el momento del diagndstico
de los casos indice también indican un mayor riesgo de desarrollo de la enfermedad
(79). En este estudio la qPCR presentd positividad en 2 de 3 contactos PB. A pesar
del nimero bajo de contactos PB que se pudo reclutar, solo 1 resulté no detectable
para ADN de M. leprae. Se sugiere combinar la PCR con otros marcadores para
potenciar el manejo y control de contactos (81), tal como la serologia IgM anti PGL-
I e 1IgG anti LID-1, lo cual se respalda nuestra observacién de que algunos contactos
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que habian dado negativo a la qPCR, eran serorreactivos a PGL-I, como también el
caso de un contacto PB, que no present6d serorreactividad ante los antigenos, sin
embargo se detectdé ADN de la micobacteria en su muestra de sangre. De hecho, se
ha visto anteriormente que individuos asintomaticos que resultaron positivo por
qPCR de RLEP en muestras de biopsias de piel, afios después desarrollaron la
enfermedad (85). Una alternativa a ser estudiada en futuros ensayos es la deteccion
de ADN de M. leprae en muestras de hisopado nasal en contactos intradomiciliarios,
ya que se considera la principal via de ingreso del patdgeno al organismo y también
es una muestra de facil obtencion y no invasiva, detectdndose M. leprae en 89,7% de
los casos MB y en 73,3% PB (86).

Como ya fue expresado, reconocer los signos y sintomas de la lepra es un desafio,
especialmente en una etapa temprana, por tanto se necesitan herramientas de
diagnostico mejoradas basadas en biomarcadores sensibles y especificos (87). Se ha
demostrado anteriormente que patrones de expresion de ARN del huésped
discriminan varias etapas de la enfermedad, obteniéndose una firma de genes que
codifican mediadores proinflamatorios y antiinflamatorios de la inmunidad innata,
regulados en presencia de reacciones de tipo 1, lo cual progresivamente lleva al dafio
nervioso (88). Por esa razon, la identificacion de genes expresados de manera
diferencial en pacientes presentan potencial para el diagnostico temprano de la
enfermedad, como se ha visto con enfermedades causadas por otras micobacterias,
como M. tuberculosis (89). Considerando el amplio espectro de respuesta
inmunoldgica que presenta la lepra y ademas la importancia del background genético
como factor adicional, se evalud por vez primera en pacientes paraguayos con lepra'y
contactos intradomiciliarios el nivel de expresion de ARN mensajeros de citocinas
del tipo Thly Th2 en sangre entera no estimulada en el momento de diagnostico y
antes de iniciar el tratamiento del caso indice. Los perfiles de expresion obtenidos
por gPCR fueron agrupados segln la clasificacion operacional, de manera a evaluar
el perfil de respuesta inmune al momento del diagndstico del caso indice.

Es sabido que el mecanismo efector principal de la inmunidad mediada por células
en las infecciones por micobacterias se relaciona con la activacion de los linfocitos T
y la produccion de citocinas del perfil Thl, como IFN-y, IL-12 y TNF-a, que da

como resultado la activacion de macréfagos y el reclutamiento de monocitos
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circulantes para iniciar la formacion granulomatosa a largo plazo y contener la
infeccion (90). Se observd una baja expresion del gen de las citocinas del perfil Thl
IFN-y e IL-12 en pacientes MB en comparacion con los pacientes PB, si bien solo se
observo diferencia estadisticamente significativa entre MB y PB con la citocina IFN-
vy (p= 0,0371). También se observO una tendencia de aumento en el cambio de
expresion de IL-12 en pacientes PB, en comparacion con los MB. Segin Martins et
al, 2012, se espera una disminucién del nivel de produccién de citocinas del perfil
Thl como IFN-y en personas expuestas a altas cargas bacilares (58). Llamé la
atencion que entre los pacientes MB que presentaron un mayor cambio de expresion
del gen de IFN-y e IL-12 resultaron ser pacientes del polo borderline lepromatoso. Si
bien estos son pacientes MB, se sabe que la clasificacion borderline es un estado de
inmunoldgicamente inestable y estos pueden virar hacia el polo tuberculoide (TT)
como lepromatoso (LL). Por tanto que estos pacientes presenten un aumento en la
expresion génica de citocinas del perfil Thl apuntan hacia el paradigma
inmunoldgico caracteristico de esta enfermedad. Por otro lado, el aumento de la
expresion de esta citocina en pacientes PB con respecto a pacientes MB, indicativo
de una inmunidad mediada por células efectiva, era un dado esperado una vez que
esta respuesta estd asociada a pacientes del polo tuberculoide (91). Los resultados
presentados en este trabajo son niveles de mMARN que serdn posteriormente
comparados con el dosaje de las citocinas secretadas en plasma por Luminex®.

Esta claro gque tanto el trasfondo genético como la respuesta inmune del huésped
juegan un papel esencial en el desarrollo y manifestacion de la lepra (92). Asi
también para muchas enfermedades infecciosas, una caracteristica comun es que solo
una parte de las personas que estan expuestas a los patdégenos son infectadas y
desarrollan sintomas clinicos, y los factores genéticos de los huéspedes se han
considerado durante mucho tiempo como un factor importante que contribuye a las
variaciones en la susceptibilidad (91, (94). El hacinamiento de familiares es un factor
importante de transmisién de la lepra, de ahi la importancia del estudio de contactos
de los pacientes con lepra.

En este trabajo, en cuanto a los contactos reclutados al momento del diagndstico de
los casos indices, no hubo diferencia en el cambio de expresion de citocinas del perfil

Th1. Dentro del grupo de contactos MB, se observd que los contactos de pacientes
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LL presentaron una tendencia a aumentar la expresion de las citocinas IFN-y, IL-12 e
IL-1B, comparando con los contactos de pacientes con lepra borderline. Esto puede
deberse al hecho de que por ser contactos de pacientes LL, estos individuos estarian
expuestos a alta carga bacilar. Cabe destacar que el seguimiento individual de la
respuesta Thl en CMBs podria resultar interesante, ya que su disminucion podria
indicar el establecimiento de una infeccion per sé, y no solamente una exposicion,
con la consiguiente regulacion de la respuesta inmune del huésped por parte del
bacilo (95).

La lepra constituye un excelente modelo para comprender los mecanismos de
regulacion del sistema inmunoldgico que se pueden aplicar a otras enfermedades
inflamatorias cronicas en humanos (40). Estudios previos mostraron que en pacientes
con lepra lepromatosa se expresan niveles significativamente mas bajos de IFN-y y
niveles més altos de IL-4 en el sobrenadante del cultivo de células mononucleares de
la sangre (PBMC) comparado con individuos sanos con o sin estimulacion
antigénica (96).

Segun la literatura, existe induccion en la produccién de citocinas como IL-4, IL-10
y TGF-B en sobrenadante de PBMC que inactivan la respuesta microbicida de los
macrdfagos, facilitando la supervivencia del bacilo (23,97). En este contexto, existe
una regulacion negativa de la respuesta Th1 al inhibir la respuesta microbicida de los
macrdfagos en el polo susceptible de la enfermedad (98,99). Sin embargo, en este
estudio en sangre total no se observé un aumento de IL-4 en los diferentes grupos
evaluados. Estos resultados, al igual que los resultados obtenidos con las demas
citocinas deben ser estudiados aumentando el tamafio de la poblacion y compararlos
con los resultados a nivel proteico. Adicionalmente, el hallazgo de biomarcadores en
sangre total facilitaria su extrapolacion a métodos de diagndstico rapidos, no asi el
uso de cultivo de PBMC.

Vale destacar que para interpretar los resultados de expresion génica, muchos
estudios se dedican a realizar seguimientos de pacientes con el fin de analizar la
respuesta longitudinal en cada individuo y detectar tendencias de comportamiento o
perfiles genéticos (genetic signatures) (100). La estratificacion de los pacientes
también puede tener un impacto en la interpretacion. Y potencialmente pueden

existir pacientes con episodios reaccionales durante el tratamiento que alteran el
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perfil inmunoldgico (61,101). Por otro lado es importante tener en cuenta el tipo de
material bioldgico utilizado para el andlisis de la expresion génica. Algunas
publicaciones detectaron determinados perfiles de citocinas que se han estudiado en
poblaciones especificas de celulas sanguineas (95). En este contexto, la
interpretacion de los perfiles inmunoldgicos resulta sumamente compleja, sobre todo
en una poblacién de tamafio pequefio. En este trabajo se presenta por vez primera una
fotografia de un Gnico momento de la expresion relativa de diversos genes asociados
a la respuesta inmunologica en sangre total, en diferentes cohortes de individuos
paraguayos, por lo que las interpretaciones se deben hacer con cautela.

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, en base a los resultados obtenidos y
en términos de propuesta de nuevos biomarcadores para el desarrollo y prondéstico de
la enfermedad en grupos de riesgo, se podria hacer hincapié en la evaluacion de la
expresion del gen de IFN-y, ya que, a pesar del bajo nimero de individuos evaluados,
presento diferencia significativa entre PB'y MB (Figura 25. A, By C).

Dado que los contactos de los pacientes con lepra tienen un mayor riesgo de
desarrollar lepra que la poblacion general en un area endémica (102), los perfiles de
biomarcadores que indiquen este riesgo podrian ayudar a tomar decisiones sobre
quién necesitaria tratamiento antibi6tico preventivo (103). En nuestro estudio se
observo en algunos contactos PB, que no presentaron positividad para las pruebas de
qPCR o serologia un aumento en el cambio de la expresion de IFN-y e IL-12. Si bien
no se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa entre estos grupos, estos
genes podrian ser considerados para ser evaluados como posibles blancos de
seguimiento para la evaluacion de exposicion al bacilo en estos grupos de riesgo.
Pero como los niveles de expresion de ARN de los genes pueden variar con el tiempo
(104), es necesario realizar la evaluacion longitudinal del nivel de expresién de estos
genes para considerarlos como biomarcadores per se.

La generacion de inmunidad mediada por células contra la infeccién intracelular
implica la produccion de IL-12 (105). Es sabido que un factor inmunolégico
importante para la polarizacion hacia una respuesta Thl consiste en la secrecion de
IL-12 en el sitio de la infeccion, correlacionandose con el aumento de expresion de

IFN-y en las lesiones de pacientes PB (106). Una correlacion similar entre estas
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citocinas (p=0,0058) se ha detectado en este trabajo, a partir de sangre de pacientes
PB, lo cual sugiere una polarizacion de respuesta del tipo Th1 en estos pacientes.
Durante el curso natural de la enfermedad, los pacientes pueden desarrollar episodios
de reaccion, como reaccion de reversion (RR) y eritema nodoso leproso (ENL). En
un estudio donde se analiz6 el patrén de expresion génica de citocinas en los estados
de reaccion de la lepra, se observo una correlacion en el aumento de expresion de
citocinas proinflamatorias, entre ellas 1L-12 e IFN-y, sugiriendo que este patron de
respuesta de reactivacion inmunoldgica en los pacientes podria conducir a una
respuesta inflamatoria aguda, llevando a episodios reaccionales (107). En este
estudio los pacientes MB que hayan presentado un aumento de las citocinas IL-12 e
IFN-y, correlacién que es esperada una vez que los pacientes MB inician una
respuesta tipo Thl, podrian estar desarrollando posibles eventos de reaccion
inflamatoria aguda. Vale aclarar que los niveles normalmente bajos de estas citocinas
en pacientes LL, se debe posiblemente a la presencia de células T reguladoras, ya
que se ha evidenciado que en pacientes con LL estas células pueden facilitar la
reduccion progresiva de la respuesta de IFN-y especifica del patogeno del huésped y
la resistencia a la infeccion, asi como contribuir a la tolerancia a la enfermedad del
huésped (108).

A pesar de los resultados descritos en el presente trabajo, se requiere mayor nimero
de pacientes para entender mejor el panorama inmunoldgico de pacientes con lepra y
sus contactos. Entre las limitantes registradas en este estudio existe el reclutamiento
bajo de pacientes PB y especialmente de contactos de estos casos. Esto
principalmente debido a la dificultad para diagnosticar lepra PB. Ademas de esto, es
sabido que la lepra es una de las enfermedades mas estigmatizadas en todo el mundo.
Esto también se reflejé en el presente estudio, ya que durante el desarrollo del trabajo
varios fueron los pedidos de confidencialidad del paciente por temor al conocimiento
de sus familiares. Por Gltimo el nimero de casos diagnosticados se redujo con el
advenimiento de la pandemia por SARS-CoV-2, acontecimiento que impidié la
concurrencia de los pacientes al PNCL durante el afio 2020, como también se hizo
imposible la realizacion de la busqueda activa de los contactos. En esta seccién de
limitaciones, cabe resaltar también la dificultad para la obtencion de datos de

vacunacién con BCG en los individuos reclutados.
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Sin embargo, la fortaleza de este estudio radica en los momentos de toma de
muestras ya que todos los pacientes y contactos fueron reclutados en el momento del
diagnoéstico antes del inicio del tratamiento (tiempo TO, en el cual se enfoca el
presente trabajo de tesis) y posterior a la finalizacion del tratamiento (tiempo T1, el
cual engloba el proyecto macro) del caso indice. La toma de muestra controlada nos
permitira tener un primer perfil de tamizaje de la respuesta inmunoldgica en nuestra
poblacion antes y luego del tratamiento.

Dentro de las perspectivas de este estudio se proyecta continuar el proceso de dosaje
de citocinas a nivel proteico en sangre no estimulada y en respuesta a la estimulacion
en sangre de pacientes y contactos, con antigenos especificos de M. leprae, al
momento del diagndstico como también al terminar el tratamiento, empleando
tecnologia multiplex con la plataforma Luminex®. Estos resultados seran
comparados con el perfil de expresion génica obtenido. Asi también se evaluaran
otros genes blancos ademas de las citocinas. Se pretende aumentar el tamafio de
muestras, asi también comparar los resultados obtenidos con datos en poblacion
brasilera provistos por la contrapartida de la Fiocruz con el fin de tener una
estadistica méas robusta e intentar llegar a conclusiones que se puedan extrapolar a

posibles nuevas herramientas de diagnostico.
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Los pacientes paraguayos que presentan lepra, reflejan caracteristicas demogréficas,
clinicas y epidemioldgicas que usualmente son descriptos para los pacientes con esta
patologia. Por esta razdn, las personas que cumplan con estas variables socio-
demogréficas y epidemiolodgicas, considerando especialmente la zona de residencia,
podrian estar en exposicién a la micobacteria por vivir en posibles zonas endémicas.
Los datos podran contribuir al control sustancial de la enfermedad, la
implementacion de estrategias centradas en la deteccion y el tratamiento temprano en

las poblaciones mas desfavorables.

Por otro lado, se logré por vez primera aplicar la técnica del ELISA in house anti
PLG-1 y LID-1, asi como la prueba de deteccion de ADN de M. leprae mediante
qPCR en pacientes y contactos intradomiciliarios paraguayos. Estas técnicas podrian
ser utiles como herramientas auxiliares para el diagnostico de casos de lepra en
nuestro pais y principalmente Gtil al Programa Nacional de Control de Lepra en el
seguimiento de las poblaciones con mayor riesgo a desarrollar la enfermedad, para

un diagnostico y tratamiento oportuno.

A pesar del pequefio grupo de individuos de estudio, se pudo evaluar el perfil
inmunoldgico a nivel de expresion génica de citocinas, tanto en pacientes como en
sus contactos, observando un aumento de la expresion de la citocina IFN-y en
pacientes PB. Asi también se destaca la casi nula expresién de esta citocina en

pacientes MB.

En cuanto a los contactos se observo una tendencia de aumento de citocinas del perfil
Thl IFN-y e IL-12 en contactos de PB principalmente, pero también hubo un

aumento en el grupo de contactos LL, que presentan mayor exposicion a los bacilos.
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8.1.ANEXO 1

Estimulacion de sangre entera no fraccionada con antigenos especificos de M.
leprae y controles.

Dentro del marco de la caracterizacion de la respuesta inmunologica molecular de
pacientes y contactos se llevaron a cabo ensayos de estimulacion con antigenos con
el fin de evaluar la respuesta humoral y celular en futuros experimentos. El ensayo de
estimulacion fue realizado con sangre fresca anticoagulada con heparina, dentro de
las dos horas desde el momento de extraccion, utilizando diferentes antigenos
micobacterianos remitidos al I1ICS por la Fiocruz-Brasil y son: sonicado de M. lepra,
el antigeno ML1419 y un pool de péptidos sintéticos con respuesta Thl y Th2, cuya
descripcion y concentracion empleada se encuentra detallada en la Tabla 11, asi
también fue empleado como control positivo de estimulacién el antigeno SEB, por
ser un mitégeno. Para la estimulacién se emplearon juegos de 5 tubos los cuales
consistian en: NIL (tubo sin estimulo), ML SON (tubo con sonicado de M. leprae),
Pool (tubo con pool de péptidos sintéticos), MIT (tubo con enterotoxina
estafilococcica B o SEB) y ML1419 (tubo con antigeno ML1419). El procedimiento
de estimulacion consistio en agregar 1 mL de sangre heparinizada dentro de cada
tubo que contenia cada uno de los antigenos, dejando un tubo de sangre sin estimular
por antigeno indicado (NIL) y posterior a 24 horas de incubacion a una temperatura
de 37£1°C y al 5% de CO, para la proliferacion celular, posteriormente el plasma fue
separado del paquete celular, siendo asi alicuotado y almacenado a -80°C para futuro
procesamiento para el dosaje de citocinas por sistema Luminex. Las células fueron
purificadas, fijadas y almacenadas a -80°C para futuros experimentos de citometria

de flujo.
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Tabla 11. Caracteristicas de péptidos empleados para la estimulacion de

sangre
Antigenos Concentracion final
Sonicado de M. leprae 10 ug/mL
ML1419 5 ug/mL
Pool de 12 péptidos sintetizados in vitro 10 ug/mL por péptido
Péptidos Genes
p51 ML1057
p52 ML1057
p56 ML0308
p59 ML0398c
p61 ML0398c
p65 ML1419c
p67 ML1419c
p68 ML1419c
p69 ML1419c
p70 ML1420
p71 ML1553
p73 ML1829




8.2. ANEXO 2

Tabla 12. Valores de hemograma y hepatograma de los pacientes al momento del diagnéstico

HEMOGRAMA HEPATOGRAMA
. Glob - P GOT/AST | GPT/ALT FA BT BD yGT
Paciente Blancos Neutrdfilos| Linfocitos UIL UIL UL mg/dL ma/dL Bl mg/dL UL
1 7000 64% 33% 34 6 60 0,18 0,10 5,82 11
2 5600 66% 32% 5 6 34 0,2 0,1 5,80 20
3 7600 64% 35% 20 16 45 0,54 0,24 15,46 43
4 7000 64% 34% 23 20 67 0,91 0,31 19,09 18
5 6700 60 38% 23 12 61 1,03 0,28 10,97 26
6 5300 58% 41% 17 11 60 0,28 0,14 10,72 18
7 7500 50% 46% 23 44 109 0,37 0,18 43,63 31
8 6300 72 28% 16 10 47 0,65 0,2 9,35 5
9 8300 76 23% 19 16 19 0,56 0,17 15,44 100
10 6700 72 27% 42 13 76 1,09 0,48 11,91 24
11 6800 63 34% 41 51 78 0,46 0,18 50,54 0,1
12 7100 67 30% 23 13 68 0,56 0,2 12,44 25
13 12200 77 18% 7 8 103 0,5 0,19 7,50 46
14 6700 78 20% 12 15 34 0,42 0,15 14,58 9
15 5900 81 19% 23 21 88 0,49 0,15 20,51 18
16 4570 66% 29% 29 21 80 0,75 0,21 20,25 28
17 7250 73,20% 15% 27 11 73 0,43 0,19 10,57 16
18 7800 72 27% 37 22 72 0,71 0,23 21,29 14
19 5420 57% 28% 20 14 89 0,73 0,27 13,27 34
20 12670 69 29% 33 27 256 0,44 0,24 26,56 86
21 7700 72 26% 10 9 102 0,45 0,2 8,55 17
22 6600 53 44 20 27 89 1,06 0,3 0,76 35
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8.3.ANEXO 3

Tabla 13. Valores de hemograma y hepatograma de contactos al momento del diagndéstico del caso indice

HEMOGRAMA HEPATOGRAMA

Glob - s GOT/AST | GPT/ALT FA BT BD yGT

Contacto Blancos Neutrofilos| Linfocitos UIL UIL UIL mg/dL ma/dL BI mg/dL UIL
1 9400 56% 42% 17 9 64 0,44 0,16 0,28 9
2 11900 74% 23% 8 9 96 0,26 0,2 0,06 18
3 7700 58% 40% 21 18 109 0,42 0,2 0,22 14
4 7900 63% 36% 30 39 172 0,37 0,16 38,63 26
5 6300 56% 42% 21 25 94 1,2 0,38 23,8 9
6 4500 59% 40% 20 14 66 0,67 0,23 13,33 14
7 8200 66% 32% 16 19 47 0,45 0,16 18,55 14
8 5800 56 43 15 25 87 0,64 0,19 24,36 16
9 7990 63% 29% 29 13 91 0,32 0,13 12,68 22
10 6350 73% 23% 29 15 100 0,23 0,1 14,77 24
11 7340 63,10% 28,40% 28 38 59 0,4 0,17 37,6 16
12 2830 53,80% 32,70% 13 13 69 0,54 0,21 12,46 48
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8.4. ANEXO 4
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Figura 31. Niveles de anticuerpos anti PGL-1 y anti LID-1 en el seguimiento de
pacientes con lepra. Evaluacion de los niveles de anticuerpo de pacientes con lepra
antes (T0) y después del tratamiento. A) PGL-I en pacientes MB B) PGL-I en
pacientes PB C) LID-1 en pacientes MB D) LID-1 en pacientes PB.



