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RESUMEN

En Colombia, el departamento de Norte de Santander ha presentado histéricamente una alta
incidencia de lepra. A pesar de los esfuerzos estatales esta patologia sigue siendo de alto impacto
en el departamento. La lepra es un problema de salud publica dado que ocupa los primeros lugares
en el nimero de casos nuevos en el pais de acuerdo al boletin epidemioldgico de la semana 02 del
afio 2022 en el Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Pablica.

Uno de los aspectos importantes en la fisiopatologia de la lepra es la susceptibilidad del
huesped al desarrollo de la enfermedad una vez infectado. Varios estudios han reportado que existe
una asociacion entre portadores de variantes de nucleotido sencillo (SNP) y la susceptibilidad a
esta enfermedad. Varios genes han sido mostrados como posibles candidatos para la susceptibilidad
0 resistencia a la lepra, en especial los relacionados con la respuesta inmunoldgica. En zonas
endémicas de esta enfermedad se ha reportado que la presencia de variantes en el gen NOD2 en
algunas poblaciones pueden ser un factor de riesgo y en otras pueden ser protector para el desarrollo
de lepra.

En Colombia se han realizado estudios genéticos con el objetivo de encontrar marcadores
de mayor relevancia, sin embargo, no se ha estudiado la relacién de las variantes en el gen NOD2,
ni tampoco hay estudios en la poblacion del Norte de Santander. El estudio de estas variantes podria
aportar al conocimiento y disefiar estrategias de promocion y prevencion en el programa local de
lepra.

Por esta razon, el objetivo de este estudio fue explorar la presencia de 4 SNPs (rs3135499,
rs2111234, rs8057341 y rs7194886) en el gen NOD2 en 570 individuos. Se incluyeron 114

pacientes con lepray 456 controles procedentes del departamento de Norte de Santander. Se invito



11

a los pacientes y controles a participar en el estudio y se aplicé el consentimiento informado. Se
obtuvo ADN a partir de sangre periférica. Para la deteccion de las variantes polimorficas de
nucleotido sencillo rs3135499, rs2111234, rs8057341 y rs7194886 en el gen NOD?2 se realizo
extraccion de ADN de sangre periférica, posteriormente las variantes fueron detectadas mediante
el uso de gPCR por sondas TagMan. Estas variantes fueron escogidas teniendo en cuenta lo
reportado previamente en la literatura mundial.

Las frecuencias genotipicas de los SNP rs3135499 (p=0,55y p=0,085), rs2111234 (p=0,84
y p=0, 13), rs8057341 (p=0,53 y p=0,57) se encontraron en equilibrio de H-W en casos y controles
respectivamente. Cada uno de los SNP fue evaluado para modelos co-dominante, dominante,
recesivo, sobre-dominante y aditivo. Se evidencio que el SNP rs8057341 mostré ser factor de
protector para desarrollar lepra en el modelo codominante con el genotipo A/A OR=0.45;
95%I1C=0.22-0.91; p=0,044, en el modelo dominante para los genotipos A/G-A/A OR=0.57;
95%I1C=0.36-0.92; p=0,021 y en el modelo aditivo OR=0.66; 95%I1C=0.47-0.92; p=0,013. Los
SNP rs2111234 y rs3135499 no mostraron estar asociados al desarrollo de lepra post-infeccion. En
conclusion, en la muestra analizada se encontré que existen factores genéticos asociados a la
susceptibilidad a lepra. EI Haplotipo GAG mostrd ser un factor de riesgo (OR=3.61; 1C95%=1.54
- 8.46, p=0,0034), mostrando que la presencia de estas variantes en la poblacion analizada podria

estar implicadas en la susceptibilidad a la lepra.

Palabras clave: lepra, inmunidad innata, SNP, polimorfismos, casos, controles.
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INTRODUCCION

La Lepra, es una enfermedad ocasionada por un agente bacteriano denominado
Mycobacterium leprae y se caracteriza por ser de presentacion cronica. El desarrollo de la
enfermedad involucra varios factores dentro de ellos estan los factores de virulencia del agente
bacteriano, la respuesta inmunolégica, los factores ambientales y los factores genéticos del
hospedero, encontrando que algunos genes implicados en la respuesta inmune pueden favorecer o
proteger frente al desarrollo del proceso infeccioso. Uno de los genes candidatos de estudio es el
gen NOD2, que codifica para la proteina NOD2. Esta proteina reconoce antigenos intracelulares y
en el caso de la lepra, esta proteina participa en el reconocimiento del muramildipéptido presente
en la pared de la bacteria de la micobacteria, lo cual es necesario para la activacion del factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB) indispensable
para establecer una respuesta inmunologica adecuada para eliminar la micobacteria. Esto hace que
el gen NOD2 y su producto sean de interés para el estudio de variantes de nucleétido sencillo en
esta enfermedad. En Colombia se ha mantenido alrededor de los 300 casos de lepra en los ultimos
afios, pero el departamento de Norte de Santander sigue liderando la lista de departamentos que
mas numero de casos nuevos notifica para la enfermedad en especial los municipios de Cucuta,
Villa del Rosario, Ocafia y Puerto de Santander, por lo anterior se realiz6 un estudio de casos y
controles. Los casos fueron individuos que se encontraban registrados en el SIVIGILA (Sistema
Nacional de Vigilancia en Salud Publica) y los controles individuos de las mismas regiones de los
casos que no correspondian a familiares. A cada sujeto se le explico el estudio y se solicité la firma
de un consentimiento informado, una vez obtenida su autorizacion se procedio a tomar muestra de
sangre periférica para extraer el ADN. Luego se realizd genotipificacion de 4 variantes de

nucleotido sencillo (rs7194886, rs2111234, rs3135499, rs8057341) en el gen NOD2 mediante la
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técnica de PCR en tiempo real, mediante uso de sondas Tagman ® prevalidadas. Posteriormente
se realizo andlisis el equilibrio de Hardy Weimberg, y andlisis de asociacion teniendo en cuenta
cinco modelos de herencia (codominante, dominante, recesivo, sobredominate y aditivo, lo anterior
con la finalidad de conocer si estos SNPs estan asociados al desarrollo o la proteccion para la lepra
en la poblacion de Norte de Santander. Estos resultados permiten obtener un mayor conocimiento
genético de la poblacion del departamento de Norte de Santander al ser una regién con

predisposicion al desarrollo de la lepra.
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JUSTIFICACION

De acuerdo con el Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica, durante el primer
semestre de 2019, se analizaron 167 casos, de los cuales 143 fueron nuevos y 2 casos con
departamentos desconocidos, los departamentos que presentaron mayor nimero de casos nuevos
notificados fueron Norte de Santander, Valle del Cauca y Santander. El departamento con mayor
tasa de deteccion durante el 2019 es el departamento de Cesar con una tasa de 1,97 por 100 000
habitantes, seguido por Norte de Santander con 1,51 y Arauca con 1,48 por 100 000 habitantes.
(2020_Boletin_epidemiologico_semana_3.pdf, s. f.), por este motivo es importante ahondar en el
conocimiento relacionado con Lepra, tanto a nivel del huésped como del microorganismo.

Los estudios de asociacion de genoma completo(GWAS) han mostrado un gran nimero
de variantes genéticas que juegan un papel importante en la respuesta inmune desarrollada contra
Mycobacterium leprae,(Vannberg et al., 2011) esto indica que los polimorfismos presentes en el
hospedero permitirian identificar posibles personas con mayor riesgo. Zhang et al. (2009)
reportaron que los genes que participan en la via de sefializacion de NOD2 (del inglés;
nucleotidebinding oligomerization domain containing 2) estaban asociados con susceptibilidad a
la infeccidn con Mycobacterium leprae en China. (Zhang et al., 2009a) Igualmente, se ha
detectado que el gen NOD2 aumenta su expresion en el tejido de la lesion de pacientes con lepra
comparado con tejido normal. Esto muestra la importancia de este gen en la patogénesis de la
enfermedad.

Segun el estudio realizado por Ruiz et al (2010) se muestra que la presencia de diversas
variantes de nucle6tido sencillo en el gen NOD2 han sido asociadas a enfermedades causadas por
Micobacterias. (Ruiz-Larrafiaga et al., 2010) Un estudio realizado con poblacién de Nepal

encontrd que cuatro polimorfismos se asociaron con la susceptibilidad a la lepra cuando se
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compararon las frecuencias alélicas al ser significativos (p<0.05) a nivel alelo, rs12448797 (OR
2.18, 95%IC 1.05-4.52, p=0.031), rs2287195 (OR 1.51, 95%IC 1.09-2.10, p=0.013) , rs8044354
(OR 1,53, 1C 95% 1,12-2,07, p=0,006), y rs1477176 (OR 0,44, IC 95% 0,29-0,68, p=0,0002)),
siendo el SNP rs1477176 el mas significativo, asi mismo al comparar las frecuencias genotipicas
con un modelo dominante ocho polimorfismos (rs12448797, rs1477176, rs2287185, rs8044354,
rs8043770, rs13339578, rs4785225 y rs751271) se asociaron con la enfermedad. De estos ocho
polimorfismos, dos de los SNP (rs12448797 y rs1477176) se ubicaron en genes adyacentes del
gen NOD2 y los otros SNP (rs2287185, rs8044354, rs8043770, rs13339578, rs4785225 y
rs751271) se agruparon en la region promotora y dentro del propio gen NOD2. Adicionalmente,
en el mismo estudio se encontrod que la presencia de siete polimorfismos en el gen NOD2
(rs7194886, rs1861759, rs8044354, rs8043770, rs4785225, rs751271) estaban relacionados con
proteccion contra las reacciones de tipo | o reversion (RR) tipo 1, como también otros 7
polimorfismos (rs2287195, rs8044354, rs7194886, rs6500328, rs17312836, rs1861759 y
rs1861758) con susceptibilidad a las reacciones de tipo 2 o eritema nodoso leproso (ENL).
(Berrington et al., 2010) Asi mismo, un estudio realizado con muestras de individuos del sur de
China y mediante GWAS encontré que la presencia de dos SNPs en este gen (rs9302752 y
rs7194886) estaban relacionados con mayor susceptibilidad a desarrollar lepra, los otros SNPs
evaluados en NOD2 rs8057341 (A/G) y rs3135499 (A/C) no mostraron asociacion con la lepra en
este estudio. (Zhang et al., 2009a) En un estudio realizado entre la poblacion china Yi se
investigo si polimorfismos de un solo nucle6tido presentes en los genes NOD2, C130rf31y
CCDC122 se encontraban asociados con la lepray se evidenciaron diferencias significativas en
rs3135499 en NOD2, rs3764147 y rs10507522 en C130rf31, y rs3088362 y rs9533634 en
CCDC122 entre los pacientes y los grupos de control sanos en la cohorte, mostrando que el SNP

s3135499 presente en el gen NOD2 estaba asociado significativamente con la lepra en este
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estudio (alélica P = 1E-08). La frecuencia del alelo de riesgo fue de 0,91 en pacientes y 0,80 en
los controles sanos, lo que lleva a 2,55 veces (IC 95%: 1.83-3.55) mayor probabilidad de lepra.
(Xiong et al., 2016) Por otro lado, un estudio realizado en familias con historia familiar de lepra
de poblacion de Prata, Brasil, encontrd asociacion entre la presencia del SNP rs8057431 en el gen
NOD?2 y el desarrollo de la enfermedad, indicando un claro papel del gen NOD2 en la
susceptibilidad a lepra en las diversas poblaciones, ademas del rs8057341 A, otras variantes del
gen NOD?2 se relacionaron con la transmisién insuficiente de la proteccion contra la lepra a la
descendencia afectada en el poblacion brasilefia rs2111234 G y rs3135499 C.(Jorge &
MarianettiSoriani, 2018; Sales-Marques et al., 2014)En conclusidn, estos resultados indican que
variantes del gen NOD?2 estan asociada con una mayor susceptibilidad a la lepra y juegan un
papel importante en las caracteristicas clinicas de la enfermedad. Esto muestra, que es necesario
conocer si la poblacion de Norte de Santander, una zona endémica para lepra, existen variantes de
este gen que puedan tener un rol importante en la susceptibilidad a esta enfermedad. Esta
informacion podria ser usada en un futuro para la deteccion y el control de la lepra en el

departamento.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Las variantes rs3135499, rs2111234, rs8057341 y rs7194886 del gen NOD2 estan

asociados al desarrollo de lepra en poblacién del departamento de Norte de Santander ?
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FORMULACION DEL PROBLEMA

La enfermedad de Hansen o lepra es una enfermedad transmitida por un agente
bacteriano denominado Mycobacterium leprae, el cual afecta principalmente la piel y la funcion
nerviosa periférica, las mucosas de las vias respiratorias altas y los ojos, (Lepra- Organizacién
mundial de la Salud, 2022) mostrando una evolucion lenta con un periodo de incubacion
promedio de 3 afios, aungue no es muy contagiosa se puede transmitir por gotas nasales y orales
cuando se presenta un contacto estrecho y frecuente con enfermos no tratados, puede afectar a
cualquier persona sin distincion de sexo o edad pero puede ser curada sin desarrollar
discapacidad en la persona afectada. Las personas que padecen la enfermedad suelen ser objeto
de estigmatizacion social, presentando efectos negativos en el acceso al diagndéstico, en el
tratamiento y en la atencion. (Lepra - OPS/OMS | Organizacion Panamericana de la Salud, s. f.)

A nivel mundial a final del afio de 2018 se informaron 184.238 personas con lepra,
durante este afio se detectaron 208.619 nuevos casos de lepra en todo el mundo, disminuyendo en
8474 casos con respecto al afio de 2017, el aumento de casos en varios paises se debid a la
aplicacién de camparias activas de deteccion de casos y manejo de contactos. A nivel de las
Américas durante los afios de 2016, 2017 y 2018 se observé un incremento en el nimero de casos
nuevos mostrando asi 27.368 casos para el 2016, 29.127 casos para el 2017 y 30.957 para el
2018. (Lepra - OPS/OMS | Organizacion Panamericana de la Salud, s. f.) En Colombia segun
Boletin Epidemioldgico del Instituto Nacional de Salud, para el 2017 se encontraron 362 casos,

en el 2018 se detectaron 324 casos nuevos, para el 2019 se registraron en Colombia 339 casos,
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en 2020 se hallaron 219 casos y 270 casos nuevos para el 2021, presentando una tasa de casos
nuevos por 100.000 habitantes de 0.39 segln datos presentados por el sistema de vigilancia
(SIVIGILA) en su reporte presentado en el boletin de la semana epidemioldgica XI de
2022.(2022_Boletin_epidemiologico_semana_2.pdf, s. f.) Durante el primer semestre de 2021 se
detectaron 145 casos de los cuales 20 se encontraron dentro del departamento de Norte de
Santander, mostrando una tasa de deteccién de 0,7 por 100.000 habitantes.
(2020_Boletin_epidemiologico_semana_3.pdf, s. f.) Hacia el 2021 de acuerdo a las cifras
entregadas por Instituto departamental de Salud (IDS) en Norte de Santander para el 2021 se
registraron 25 casos en la region, siendo 19 de sexo masculino y 6 de sexo femenino, presentes
en edades de 25 - 29 afios ( 2 casos) 30 - 39 afios ( 6 casos), 40 - 44 afios ( 1 caso), 45 - 49 afios
(3 casos), 50 - 54 afios (1 caso) y entre 55 - 69 afios ( 12 casos). Los municipios con mayor
numero de casos fueron Cdcuta (13 casos), puerto Santander (3 casos), Villa del rosario (3 casos)
y los municipios de Ocarfia, San Calixto, la laya, el Tarra, Cucutilla y la Esperanza (1 caso).
(Norte, entre los departamentos con el mayor namero de reportes de lepra, s. f.)

La informacion que se conoce sobre la genética de huésped asociada a la susceptibilidad a
Lepra por la infeccion con Mycobacterium leprae es muy baja y debido a la carencia de estudios
en la poblacién colombiana sobre la inferencia de los diferentes polimorfismo presentes en el gen
NOD?2, nos lleva a un desconocimiento si los SNPs que se han reportado como protectores o
factores de riesgo en el mundo en diferentes poblaciones tienen significancia clinica en nuestra

poblacidn especialmente en la region de Norte de Santander.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la presencia de los SNPs rs3135499, rs2111234, rs8057341 y rs7194886 en el gen

NOD?2 en poblacion con lepra y poblacién sana en Norte de Santander.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Describir las variables demograficas en pacientes con lepra e individuos sanos del

departamento de Norte de Santander.

o Describir las caracteristicas clinicas de pacientes con lepra del departamento de Norte de
Santander.
. Establecer la asociacion entre las variantes de nucleétido sencillo rs3135499, rs2111234,

rs8057341 y rs7194886 en el gen NOD2 con el desarrollo de lepra en individuos del
departamento de Norte de Santander.
o Establecer la asociacion entre haplotipos de los SNP rs3135499, rs2111234, rs8057341 y

rs7194886 en el gen NOD2 con susceptibilidad a lepra
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MARCO TEORICO

Introduccion

La enfermedad de Hansen es una infeccion que afecta principalmente la piel y los nervios
periféricos, su desarrollo se debe a la presencia del agente Mycobacterium leprae (M. leprae) o
Mycobacterium lepromatosis ( M. lepromatosis), (Ploemacher et al., 2020) esta ultima especie se
reconocid a partir del 2018 como una nueva especie involucrada en el desarrollo de la
enfermedad.(Guevara & Cruz, 2021) La lepra es considerada una de las enfermedades de mayor
antiguedad en la historia. (Fischer, 2017) El origen real y exacto no se conoce pero se atribuye su
aparicion a los registros presentes en los Papiros de Berlin 3038, que datan de la época de
Ramses Il del Imperio Medio de Egipto, (Barba Evia, 2021) con el tiempo y las diferentes
situaciones sociales, por la presentacion clinica y la ausencia de medicamentos en el tiempo hizo
que se interpretara como un castigo divino o una maldicion de los Dioses o una enfermedad de
tipo hereditaria, siendo una enfermedad que estigmatizo a cada individuo haciendo que la imagen
del leproso se dibuje en adjetivo como misero, pobre, muerte o pecado(Salcedo & Romero Sierra,
2020). Con los diferentes estudios realizados hacia el afio de 1873, (Sarode et al., 2020) se
confirma la infecciosidad de la lepra cuando finalmente el médico de Salud publica Gerhard
Henrik Amauer Hansen en sus estudios descubre al agente bacteriano denominado

Mycobacterium lepra. (Fischer, 2017)

Epidemiologia

La enfermedad de Hansen o mejor llamada lepra, es estigmatizada, debido a que fue
considerada como un castigo divino o producto de maldiciones en la antigtiedad. Gracias al
avance del conocimiento de los microrganismos y a la tecnologia, los estudios mostraron que es

una enfermedad infecciosa curable que sigue siendo endémica en mas de 140 paises de todo el
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mundo. En el afio 2000 la Organizacién Mundial de la salud lo declaré como un problema
eliminado, lo que se contrapuso con lo observado en el afio 2017 donde se evidenciaron alrededor
de 200.000 casos nuevos.(Maymone et al., 2020) Para el afio de 2017 se registraron 211.009
nuevos casos en todo el mundo cifras provenientes de 159 paises, reporte evidenciado por la
OMS, (Lepra- Organizacion mundial de la Salud, 2022) adicionalmente segun el reporte de
lepra en las Américas por parte de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) en 2018 se
detectaron 30.957 nuevos casos, de los 1.789 correspondian a poblacion pediatricay 2.324 a
pacientes con deformidad visible a causa de la enfermedad. (Lepra - OPS/OMS Organizacion
Panamericana de la Salud.) Los programas nacionales contra la lepra plantearon 3 pilares en el
afio 2020 orientados a llegar a un mundo libre de la enfermedad. Los pilares incluyen: 1.
Fortalecer la apropiacion y las asociaciones gubernamentales, 2. Detener la lepra y sus secuelas y
3. Finalizacion de la discriminacion y aumento de la inclusion. De acuerdo a ello segun el
registro epidemiolégico semanal del 30 de agosto de 2019 de la OMS durante el afio 2018 se
detectaron 208.619 casos nuevos de lepra a nivel mundial y la tasa de deteccidn de nuevos casos
fue de 2,74 por 100.000 habitantes, mostrando que la prevalencia mundial registrada a finales del
2018 disminuyo en 8.474 casos desde finales del 2017 cuando habian 192.713 casos en
tratamiento, aunque la prevalencia disminuyd la presencia en los aumentos a la resistencia en los
tratamientos se hizo evidente. Segun el informe en Colombia se evidenciaron 324 casos nuevos
de lepra, dentro de ellos 266 correspondian a lepra Multibacilar, 136 al género femeninoy 5
correspondian a nifios. (Global Leprosy Update, 2018, 2019) En Colombia segun el informe
presentado en el boletin epidemioldgico V del Instituto Nacional de Salud (INS) para 2021 se
encontré que la lepra disminuy6 en 33.8% comparado con la notificacion en el tercer periodo
epidemioldgico de afios anteriores con una tasa de 0,23 casos nuevos por 100.000 habitantes con

un 70,68 % de casos con pacientes multibacilares, y 29,31% de casos con pacientes
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paucibacilares; los departamentos del Valle del Cauca, Norte de Santander, y Santander se
caracterizaron por ser los departamentos con el mayor nimero de casos nuevos de lepra 15, 10y
10 respectivamente. (Instituto Nacional de Salud, 2021) De igual manera en el boletin
epidemioldgico X1 de 2021 se presentaron 277 casos disminuyendo en un 17.5% comparado con
la notificacion en el tercer periodo epidemioldgico de afios anteriores, pero present6 una
incidencia de 0,49 casos nuevos por 100.000 habitantes y para esta fecha el departamento de
Norte de Santander mostro 25 casos nuevos de lepra (Instituto Nacional de Salud, 2021)

En el departamento de Norte de Santander segun el boletin epidemioldgico 12 de 2019
entregado por el Instituto departamental de Salud se encontro que para el afio de 2018 se
presentaron 27 casos y para 2019 se evidenciaron 31 casos, de estos 31 casos el 32,26% (10
casos) correspondieron al municipio de Cucuta, 25,81% ( 8 casos) municipio de Ocafia 'y 12,90%
(4 casos) al municipio de Villa del Rosario, siendo el grupo etéreo con mayor cantidad de casos
los comprendidos entre las edades de 20 a 49 afios. . (Instituto Departamental de Salud - Maritza
Panqueva Ochoa, 2019). Para el 2021 el Municipio de Clcuta reporto 13 casos nuevos de lepra
para una tasa de deteccion de casos nuevos de 1,27 por 100.000 habitantes y 25 casos en el
departamento de Norte de Santander (Instituto Nacional de Salud, 2021), el 75% de los casos se
presentaron en pacientes de sexo masculino y el 83% en el grupo de edad de 29 a 59 afios, se
evidenciaron casos tanto en el aérea rural como urbana del municipio. (Norte, entre los
departamentos con el mayor ndmero de reportes de lepra, s. f.)

Agente etioldgico

Hacia el afio de 1873 el médico noruego Gerhard Armauer Hansen identificO como agente
etiol6gico a Mycobacterium leprae, por lo cual se le dio el nombra al microrganismo también de
bacilo de Hansen. En México y el Caribe se ha descrito una nueva micobacteria M. lepromatosis

endémica en estos lugares.(Eichelmann et al., 2013) M. leprae se caracteriza por tener forma
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bacilar recta o ligeramente curvo, con extremos redondeados, mide entre 1.5 a 8§ um de largo y
0.2 a 0.5 um de diametro. Presenta caracteristicas acido alcohol resistente debido a su alto
contenido lipidico es por ello que la tincion apropiada para su visualizacion es la tincion de Ziehl-
Neelsen (ZN) debido a que retiene el rojo de fucsina fenicada y no se decolora cuando se realizan
los lavados con alcohol y acido.(Lastoria & Abreu, 2014)

El M. leprae se reproduce por fision binaria y es caracteristico su crecimiento lento (entre
12 a 14 dias), no se ha cultivado in vitro con éxito, (Lastoria & Abreu, 2014) aunque se ha
logrado su cultivo in vivo en ratones utilizando el método de inoculacion en la pata trasera de
Shepard. El armadillo de nueve bandas (Dasypus novemcinctus) ademas de ser un hospedero
natural de M. leprae, se ha convertido en la fuente principal de la micobacteria para los estudios
de investigacion inmunologica y bioquimica. (Walker et al., 2014) La micobacteria muestra un
Optimo crecimiento cuando la temperatura oscila entre 27°C y 30°C mostrando asi una mayor
predisposicion por areas como la piel, nervios periféricos, testiculos, tracto respiratorio superior y
compromiso visceral inferior. (Lastoria & Abreu, 2014)

Mediante microscopia electronica se ha identificado que el bacilo de M. leprae tiene una
ultraestructura comun del género Mycobacterium, presentando una morfologia caracteristica de
bacterias Gram positivas. A nivel de la bicapa lipidica presente en la membrana citoplasmatica
se evidencian proteinas de interaccion. La pared celular muestra una composicién similar a la de
otras micobacterias compuesta de peptidoglicanos unidos a polisacaridos de cadena ramificada
como los arabinogalactanos que soporta los acidos micdlicos y el lipoarabinomano (LAM). En la
capa mas externa se encuentra la capsula compuesta de lipidos como el dimicocerosato de
tiocerol y el glicolipido fenolico (PGL-1) , el cual tiene un trisacarido unido a los lipidos por

medio de un fenol, siendo este trisacarido especifico antigénicamente para M. leprae (Lastoria &



24

Abreu, 2014) siendo el responsable de una intensa respuesta humoral mediada por IgM.
(Eichelmann et al., 2013)

En el 2001 Cole et al. secuenciaron el genoma de M. lepra. EI genoma de M. leprae esta
compuesto por 3.268.203 pares de bases (pb) con 57,8% de contenido guanina +
citosina.(Lastéria & Abreu, 2014) Al compararlo con el genoma de M. tuberculosis se evidencia
un ejemplo claro de evolucién reductiva, siendo un 25% maés pequefio que el genoma del M.
tuberculosis,(Walker et al., 2014) Es un genoma que presenta 2.770 genes de ellos el
49.5%(1.604 genes) codifican proteinas y 1.116 (27%) son pseudogenes.(Lastdria & Abreu,

2014)

Transmision

La forma en que se transmite no es muy bien conocido. ElI M. leprae se caracteriza por ser
una de las micobacterias con un poder de contagio bajo mas no despreciable, se relaciona con
factores de riesgo como el hacinamiento y el contacto estrecho (Eichelmann et al., 2013) entre un
individuo susceptible y un paciente infectado.(Lastoria & Abreu, 2014) Una de las posibles vias
de transmision es mediante via respiratoria a través de la inhalacion de los bacilos contenidos en
la secrecion nasal o gotitas de Fliigge.(Lastoria & Abreu, 2014) De igual manera se ha postulado
que se puede transmitir mediante la piel, pero ain no se ha demostrado. La micobacteria presenta
una viabilidad fuera del cuerpo que oscila entre 36 horas hasta 9 dias siendo posiblemente una
transmision mediante fomites,(Eichelmann et al., 2013) siempre y cuando existan las condiciones
Optimas de alta humedad y baja luz del sol.(Walker et al., 2014) Otras posibles vias de
transmision son la sangre, la transmisién vertical, la leche materna y la picadura de
insectos.(Lastdria & Abreu, 2014) Se requieren mas investigaciones para dilucidar la(s) o via(s)

de transmision y los reservorios naturales del microorganismo, se ha descrito que el armadillo de
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nueve bandas presente en el continente americano, Luisiana, Mississippi y el este de Texas es
considerado un huésped natural y un reservorio de la micobacteria, hacia el afio de 2016 se
evidencio la micobacteria en Ardillas rojas. (Guevara & Cruz, 2021)

Los pacientes que cursan con lepra lepromatosa (LL) se caracterizan por presentar una
carga bacteriana significativa en los tejidos, identificandose hasta 7.000 millones de bacilos por
gramo, los pacientes que cursan con una lepra diferente a la lepromatosa presentan una carga
bacilar mas baja, alrededor de un millén de bacterias en total. Uno de los lugares anatbmicos
donde se ha encontrado en mayor nimero el bacilo es en la mucosa nasal (100 millones de

microorganismos viables por dia). (Eichelmann et al., 2013)

Periodo de incubacion

El periodo de incubacion de la lepra es aun incierto y dificil de definir de manera exacta al
presentarse de manera tan variada, mostrando un periodo de incubacion para la lepra tuberculoide
entre 2,9y 5,3 afos y para la presentacion lepromatosa entre 9,3 y 11,6 afios en un estudio
realizado al personal militar de EE. UU expuestos por periodos de tiempo relativamente cortos.
Aunque se han evidenciado periodos tan largos como 30 afios en otros individuos. (Walker et al.,

2014)

Patogenia de la lepra

La lepra es una enfermedad con multiples presentaciones clinicas causada en primer lugar
por M. leprae y en menor medida por M. lepromatosis. La patologia suele afectar diferentes
tejidos, siendo los cambios a nivel de la piel como la perdida de sensibilidad, los cambios en la
pigmentacion, y las deformidades o discapacidades graves e irreversibles, los que llevan al

paciente a presentarse en las instalaciones médicas. La enfermedad se puede presentar de manera
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temprana caracterizada por una o varias manchas con hipopigmentacion que pueden curar de

manera espontanea o progresar hacia diferentes presentaciones de gravedad.

M. leprae ingresa posiblemente por la nariz o la piel, una vez logran ingresar las bacterias alli
invaden, sobreviven y se multiplican en las células fagociticas, queratinocitos y células de
Schwann. De acuerdo con la via usada para el ingreso serd el tipo de célula que iniciard el
proceso de respuesta inmunolégica, dado que cada tipo de célula presentan receptores que
detectan los diferentes componentes bacterianos. Dentro de la respuesta inflamatoria generada se
encuentra la secrecion de citocinas que permita la activacion de otras células del sistema
inmunitario y asi mismo la activacion de las células T presentadoras de antigeno. (Réltgen et al.,
2020).De acuerdo con la carga bacteriana, las caracteristicas clinicas, histolégicas y a la respuesta
inmunoldgica se ha utilizado por los dermatologos la clasificacion de Ridley y Jopling, la cual
consta de cinco categorias: Lepra tuberculoide polar (TT) con la mayor respuesta celular
(interferén gama (INF-y), factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) ¢ interleuquina 15 (IL-15) y un
numero bajo de bacterias al presentar un crecimiento reducido de las mismas. Lepra bordeline
tuberculoide (BT), bordeline bordeline (BB) bordeline lepromatoso (BL) y lepra lepromatosa
polar (LL) las cuales se caracterizan por la presencia de una respuesta humoral exagerada pero
ineficiente (interleuquina 4 (IL-4) e Interleuquina 10 (IL-10)) que conduce al mantenimiento de
la bacteria dentro del hospedero, con presencia de una alta carga bacteriana. (Katharina Réltgen,

2020)

Los pacientes durante el curso de la enfermedad e incluso después del tratamiento pueden
experimentar complicaciones de tipo inmunolédgico denominadas reacciones leprosas, las cuales
corresponden a reacciones inflamatorias agudas que pueden conducir a un alto nivel de

morbilidad si no se da un tratamiento apropiado. Se han establecido dos tipos de reacciones:
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1. La reaccién de reversion RR o reaccion de tipo 1, donde se da un aumento
agresivo de la respuesta celular Thl contra M. leprae, la inflamacién se evidencia en
lesiones cutaneas o nervios, mostrando cambios en la secrecion de IFN-y y TNF-a por
parte de los linfocitos CD4+ y una disminucion de la interlequina IL-10. Este tipo de
reacciones son mas frecuentes en algunos pacientes dentro del espectro limite de la lepra
tuberculoide.

2. La reaccion es el eritema nodoso leproso (ENL) o reaccién tipo 2, se
presenta como un proceso de tipo inflamatorio doloroso de las lesiones de la piel y los
nervios con tendencia a la cronicidad y a procesos repetitivos y se presenta en algunos
casos lepromatosos, se establece que un posible mecanismo aborda la liberacion de
citoquinas inflamatorias como el TNF-a en las lesiones una vez la micobacteria ha

ingresado en los neutrdfilos.

Existe el fenomeno de Lucio el cual es una afeccion mortal asociada con la
presentacion lepromatosa difusa y en ocasiones con la lepra lepromatosa, su presentacion es
con lesiones cutaneas rodeadas de eritema que evolucionan a necrosis de la piel. La razén por
la cual se desarrollan las reacciones aun es desconocida pero se cree que depende del tipo

respuesta inmune gue desarrolle el hospedero.(Rdéltgen et al., 2020)

Clasificacion de las formas clinicas

Durante afios se han presentado diferentes clasificaciones para la enfermedad, siendo el
resultado de los nuevos conocimientos sobre la lepra. Una de las clasificaciones es la presentada
en Madrid en 1953 en el congreso internacional de lepra basandose en las caracteristicas clinicas
y el resultado del examen de piel dividiendo asi esta enfermedad en dos grandes grupos

inmunoldgicos inestables (indeterminada y bordelinde) y dos grupos estables (tuberculoide y
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lepromatosa). Posteriormente surge la clasificacién propuesta por Ridley & Jopling donde usando
criterios histopatoldgicos, clinicos e inmunoldgicos establece dos extremos la lepra tuberculoide
(TT) y la lepra lepromatosa (LL) presentando asi mismo un estadio intermedio correspondiente a
la lepra borderline que a su vez se divide en borderline- tuberculoide (BT) y Borderline-
lepromatosa (BL) dependiente del extremo hacia el cual se encuentre y una intermedia que
corresponde a borderline-bordeline (BB). La Organizacion Mundial de la salud (OMS) con la
finalidad de volver més operativa y simple la clasificacion hacia el afio de 1982 establece de
acuerdo con el indice bacilar (1B) obtenido del analisis del laboratorio dos divisiones: lepra
paucibacilar (PB) y lepra multibacilar (MB), teniendo como referencia que los pacientes
multibacilares corresponderan aquellos que tienen un 1B mayor o igual a 2+ y los pacientes PB
seran aquellos que presenten un IB menor a 2+. Debido a la falta de recursos y de acceso al
examen microscopico del frotis de piel, la OMS sugiere en 1988 el uso de una clasificacion
clinica donde los pacientes PB corresponden aquellos que tienen hasta cinco lesiones cutaneas
y/o compromiso de un solo tronco nervioso, mientras que los pacientes MB corresponderan a los
que presenten mas de cinco lesiones cutaneas y/o mas de un tronco nervioso comprometido, al
correlacionar esta clasificacion con la presentacion con la establecida por Ridley & Jopling se
encuentra que los pacientes positivos en el frotis se consideran MB, independiente del nimero de
lesiones asi mismo los pacientes con presentaciones indeterminadas , TT o BT se incluyen dentro
del grupo de PB y el grupo MB lo integran los pacientes BB, BL, LL, y algunas pacientes
BT.(Lastoria & Abreu, 2014)

Se present6 un cambio en la clasificacion de la enfermedad combinando la clasificacion
en numero de lesiones con el test seroldgico de flujo lateral de M. leprae (ML- FLOW Test) que

relaciona el indice bacilar con la concentracion de Ig-M anti-trisacarido de PGL-1 en sangre
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periférica de los pacientes, siendo los pacientes seropositivos los que cursan con una MB y los

pacientes seronegativos aquellos que presentan PB.(Lastoria & Abreu, 2014)

Mecanismos inmunoldégico desarrollados en la lepra

El desarrollo de una interaccion apropiada entre la inmunidad natural y la micobacteria es
considerado el paso crucial para el desarrollo de una respuesta inmune eficiente, permitiendo el
direccionamiento hacia las posibles células efectoras Thl o Th2, caracterizando el estado de la
inmunidad y de la presentacién de la enfermedad. (Lastoria & Abreu, 2014)
Inmunidad innata

En el momento se desconoce cuéles son los factores que permiten la activacion o
inhibicion de ciertos patrones en la inmunidad, presentandose como una posible hipdtesis la cual
se basa en la via de transmision y/o carga bacilar, siendo asi que las presentaciones tuberculoides
pueden surgir de una via de infeccion con la capacidad de activar un sistema inmune eficiente
para contrarrestar el proceso infeccioso, llevando a que la micobacteria sea detectada por los
receptores de reconocimiento de patrones (PPR) y se pueda desarrollar una respuesta inmunitaria
apropiada , en donde la cantidad de bacterias al ser bajo no permita la deteccion del ADN por la
via estimuladora de genes de interferon (STING) y se induzca la secrecion eficiente de INF-y, y
se produzca una regulacion en la autofagia y la protagonista en la inmunidad sea la inmunidad
mediada por células, siendo las responsables de la aparicion de las lesiones de la lepra. Al
contrario la presencia de una alta carga bacilar provocada por un mecanismo de transmision
diferente en donde el sistema inmunoldgico no sea capaz de controlar el proceso infeccioso,
conducira a la presencia de ADN bacteriano en el ambiente del hospedero, la activacion de la
respuesta antiinflamatoria via INF tipo I, a la inhibicion de la autofagia y la persistencia de las

bacterias en las presentaciones lepromatosas.(Réltgen et al., 2020)
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Una vez ingresa la micobacteria al ambiente del hospedero, los antigenos presentes en la
pared celular de la micobacteria son reconocidos por receptores del complemento CR1, CR3y
CR4, pero al mismo tiempo se sabe que las interacciones de la micobacteria con los macréfagos
esta mediada por los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) dentro ellos se han
identificado dos familias los receptores tipo toll (TLR) 1y 2y los receptores tipo NOD o
proteinas 2 del dominio de oligomerizacion de unidn a nucleétidos (NOD2). Los PPR se
caracterizan porque reconocen estructuras moleculares comunes presentes en los patbgenos mejor
conocidos como los patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS). La activacion del
heterodimero TLR2/TLR1 es elemental para la eliminacion de la micobacteria,(Ozo6rio Moraes
et al., 2016) en especial para la diferenciacion del monocito en macrofago y la activacion de la
respuesta TH1 mediante la secrecion de citocinas proinflamatorias TNF- o, IL-12 e IL-15, siendo
esta interleuquina importante al ser una estimuladora de la actividad antimicrobiana dependiente
de vitamina D y aumenta a su vez la secrecion del péptido antimicrobiano catelicidina. (Ozério
Moraes et al., 2016)

Las lipoproteinas de la micobacteria de 19 kDa y 33 kDa incrementan la expresion de
citoquinas proinflamatorias en monocitos y células dendriticas mediadas por el heterodimero
TLR1y TLR2, esta activacion lleva a un aumento en la liberacion de IL-12 y de factor de
necrosis tumoral (TNF), siendo este Gltimo el responsable de inducir respuestas protectoras de
tipo Th1, mostrando un fenotipo predominante de macréfagos tipo 1 (M1). En las biopsias de piel
de los pacientes con lepra tuberculoide se ha encontrado una expresion de TLR1y TLR2 en
comparacion con los pacientes que cursan con lepra lepromatosa.(Ozério Moraes et al., 2016)

Una via de sefializacion que ha cobrado importancia fue la respuesta inmune mediada por
el dominio de oligomerizacién de union a nucleétidos (NOD2) donde las variantes presentes en

este gen también influyen en la susceptibilidad a la infeccion por M. leprae.(Toledo Pinto et al.,
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2018). Los receptores similares a dominios de oligomerizacion de union a nucle6tidos llamados
NLR o (receptores similares a NOD) son otro grupo de relevancia de los PPR que han sido
asociados con una participacion en la respuesta inmune innata frente a la micobacteria. La
proteina NOD2 se comporta como un sensor a nivel citoplasmatico cuya funcionalidad es
reconocer los peptidoglicanos, incluyendo el peptidoglucano presente en la micobacteria, en
donde el ligando principal es el muramil-dipéptido (MDP), el cual es reconocido por NOD2
activando asi el factor de transcripcion NF-KB a través de la molécula adaptadora RIP2,
desencadenando la produccion de mediadores proinflamatorios. Adicionalmente el MDP puede
activar el proceso inflamatorio mediante el reclutamiento de la caspasa-1, la cual es la
responsable de la escision y activacion de la IL- 1B. El proceso de activacion de la proteina
NOD2 aumenta la via de la autofagia dentro de las células dendriticas y media en el
procesamiento, la presentacion antigénica y la generacion de una respuesta de células T
CD4.(0Ozério Moraes et al., 2016; Toledo Pinto et al., 2018) y esto porque NOD?2 induce la
diferenciacion de las células dendriticas a través de la secrecion de la citocina proinflamatoria IL-
32. (Toledo Pinto et al., 2018)

Se ha documentado que la variacion genética en el gen NOD2 se asocia con respuestas
inflamatorias exacerbadas en reacciones de lepra lo cual podria llevar a modular las vias
posteriores como la activacion de LRRK2 (quinasa de repeticion rica en leucina 2). EI LRRK2 es
un enzima quinasa que aumenta la produccion de citoquinas inflamatorias que se requieren para
la actividad antimicrobiana en presencia de macréfagos. Paralelamente, también se recluta
caspasa I, lo cual lleva a la activacion de IL-1p, un mediador esencial de la inflamacion y
alternativamente a la activacion de las células TH17. (Toledo Pinto et al., 2018)

Segun revisiones actuales se comprende la importancia de la secrecion del interferon y la

regulacion de la autofagia en cuanto a la polarizacion de la lepra, en donde el INF tipo Il (INF-y)
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se manifiesta en lesiones de tipo tuberculoide promoviendo una respuesta antimicrobiana
efectiva, mientras que el INF tipo | ( INF-B) se expresa en lesiones de tipo lepromatoso
conduciendo a la supervivencia y diseminacién de la micobacteria, debido a que induce la
activacion de la IL-10 dependiente de la IL-27 lo que lleva a que se suprima la respuesta
antimicrobiana mediante la inhibicion de la secrecion de INF- vy, asi mismo aumentando la
actividad fagocitica y captacion bacteriana de los macréfagos aumentando la supervivencia de la

micobacteria en las células del hospedero.(Réltgen et al., 2020)

Factores del hospedero y susceptibilidad a la lepra

No todas las personas que se encuentran expuestas a pacientes con lepra multibacilar
pasaran a presentar esta enfermedad, lo cual puede plantear la hipotesis de una posible resistencia
natural a la enfermedad, pero se cree que la genética del hospedero desempefia un papel
importante en la respuesta inmune innata desarrollada frente a la micobacteria.

La susceptibilidad o la mayor resistencia a la lepra se ha relacionado con marcadores
geneticos del hospedero en cuanto a varias vias, siendo de importancia los que involucran el
reconocimiento inmunitario innato, el INF tipo I, la autofagia y el metabolismo de los lipidos y la
energia. (Katharina Roltgen, 2020)

En las ultimas décadas los estudios genéticos han revelado variantes genéticas como
factores de riesgo para el desarrollo de la lepra, el tipo de presentacion clinica a desarrollar y la
aparicion de reacciones leprosas. -. M. leprae se caracteriza por presentar un genoma muy
reducido lo que permite reforzar la hipotesis sobre el impacto de la genética del hospedero en el
control o desarrollo de la enfermedad, evidencia de ello estan los estudios genéticos descriptivos,
donde se encuentra que la lepra muestra una fuerte agregacion familiar y la concordancia de

infeccion es mayor en gemelos monocigaticos (59.7%) que en gemelos dicigéticos (20%)
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(Chakravartti, 1973). En diferentes exploraciones se han encontrado regiones cromosdmicas que
albergan posibles candidatos posicionales que albergan genes de susceptibilidad a la lepra y hay
un primer estudio de asociacion de todo el genoma (GWAS) sobre la lepra que se realiz6 en china
con un gran nimero de muestras con un total de 491.883 polimorfismos de un solo nucle6tido
(SNP) distribuidos por todo el genoma, estudio que demostré que los cuatro SNP presentes en el
locus NOD2 asociados con lepra, dos de ellos ( rs9302752 y rs7194886) se encuentran entre
NOD2 y SNX20 (gen que codifica para la proteina clasificadora nexina20), siendo estos dos SNP
intergénicos los mas asociados con la lepra que los otros dos SNP en estudio presentes dentro de
NOD?2, esto permite deducir que proteinas involucradas en la respuesta inmune innata pueden ser
factores de riesgo para el desarrollo de la lepra.(Zhang et al., 2009a)

Diferentes genes se han convertido en candidatos para evaluar la susceptibilidad frente a
la enfermedad en ella podemos encontrar estudios en diferentes poblaciones haciendo uso de
estudios de casos y controles o estudios basados en familia (tabla No. 1)

Tabla 1. Genes asociados a la susceptibilidad a la lepra.

Se presentan algunos genes que han sido asociados al desarrollo de lepra en diferentes
poblaciones.

Gen Nomeerr(]a del Funcion del gen Poblacion en estudio

Estudio de casos y controles
en Brasil (Santos et al., 2002)
(Mazini et al., 2016)

. Estudio de casos y controles
Interleuquina

IL- 10 Inmunoregulacion en India(Moraes et al., 2004)
10 : S
Estudio basado en familias
en Brasil, Meta-
analisis.(Malhotra et al.,
2005)
oliggmle?;ga?:?én Reco_nqcir_niento del_ muramil | Estudio Qe caso y controles
NOD2 de union a dipéptido bacteriano y en China(Zhang et al.,
activacion de NF-KB 2009a)

nucledtidos 2




Estudio de casos y controles
en Brasil(Sales-Marques
etal., 2014)
Estudio basado en familias
en Brasil(Sales-Marques
et al., 2014)
Estudio basado en familia
Vietnamitas(Grant et al.,
2012)

Toll like

TLRL receptor 1

Reconocimiento de patégenos
y activacion de la inmunidad
innata

Estudio de casos y controles
de la India(Sunny et al.,
2010)

En un estudio de casos y controles con respecto a SNP presentes en el Gen de la IL-10
realizado en Rio de Janeiro, Brasil en la fundacion Oswaldo Cruz se evidencid una asociacion
entre los alelos TNF2 y la resistencia a la lepra MB, pero no a la lepra PB, respaldando la
hipdtesis de que la presencia del alelo mutante podria ser un marcador genético contra el
desarrollo de la enfermedad (Santos et al., 2002) En otro estudio realizado en Brasil en el cual se
involucraron 36 SNP de cinco genes ubicados en cuatro locis diferentes: CCDC122- LACC1,
NOD2, TNFSF15y RIPK2, se encontro que los SNP de NOD2 (rs8057431) y CCC122-LACC1
(rs4942254) se encuentran involucrados en la regulacién de la via de NOD2 y por ende en la
susceptibilidad a la lepra en diversas poblaciones. En el estudio comparativo de las familias
vietnamitas se encontré que el comportamiento entre las poblaciones de china y las vietnamitas
estan mas relacionadas y muestran una mayor similitud en sus patrones de desequilibrio de
ligamiento que las poblaciones de india y maliense, lo que permite explicar la reproducibilidad de
los resultados con respecto al estudio chino, siendo de relevancia el hallazgo de que tres de los
genes implicados en la susceptibilidad a la lepra pertenecian a la via de sefializacion de NOD2
(NOD2, TNSF15, RIPK2) , indicando la importancia de la via en la susceptibilidad a la lepra, lo
cual radica en la importancia de los mecanismos implicados en el reconocimiento bacteriano a

nivel citosélico de las células mieloides.(Grant et al., 2012)
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En un estudio de casos y controles realizados a la poblacion de Nueva Delhi en india,
poblacion donde prevalece la enfermedad se encontré que TLR1 y HLA-DRB1/DQAL son
determinantes genéticos de la susceptibilidad a la lepra, de igual manera se evidencia el efecto
protector contra el patdgeno cuando hay presencia de la variante TLR1 hipofuncional. (Sunny
etal., 2010)

Gen NOD2 y proteina NOD2

Dentro de los receptores de reconocimiento de patrones moleculares encontramos los
receptores similares al dominio de union a nucleotidos (NOD). En ellos se encuentra el gen
NOD?2 antes conocido como CARD15 el cual estd ubicado en el cromosoma 16q12-21y su
informacion conduce a la sintesis de la proteina NOD?2 o proteina que contiene el dominio e
oligomerizacion de unién a nucleotidos, esta proteina esta conformada por 1040aa y tiene tres
regiones: un extremo carboxiterminal rico en repeticiones de leucinas extremo involucrado en el
reconocimiento del antigeno, un dominio central de union de nucleétidos que facilita la auto-
oligomerizacion y contienes el sitio de unié a ATP y un dominio amino terminal compuesto por
un dominio de reclutamiento de caspasas N-terminales (CARD), el cual es el responsable para la
transduccion de sefiales a través de interacciones proteina—proteina. Esta proteina posee dos
repeticiones en tandem de regiones CARD que son activadas por el dipéptido muramil,
componente de la pared celular.(Pefia, 2007)

La proteina NOD?2 esta activa en algunas células el sistema inmune (monocitos,
macréfagos y células dendriticas), de igual manera la proteina esta activa en varios tipos de
células epiteliales como las células de Paneth, las cuales estan en el revestimiento del intestino,
actuando como defensa de la pared intestinal contra infecciones bacterianas.(Pefia, 2007)

Las funciones de la proteina NOD estan involucradas en la defensa del cuerpo ante la

presencia de agentes bacterianos intracelulares. La proteina NOD2 al realizar el reconocimiento
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intracelular enciende o activa un complejo proteico llamado factor nuclear kappa-B, complejo
encargado de regular la actividad de maltiples genes incluidos aquellos que controlan las
respuestas inmunitarias y las reacciones inflamatorias. También a la proteina NOD2 se le ha
descrito su actuacion en el proceso de la autofagia, proceso que usan las células del hospedero
para rodear y destruir agentes infecciosos y sustancias dafiinas.(Pefia-Sanoja & De Sanctis, 2013)

El sistema inmunitario innato lleva a cabo funciones importantes, en ellas se encuentra
incluido el reconocimiento y la eliminacion de organismos infecciosos mediante la deteccion de
receptores de reconocimiento de patogenos. (Caruso et al., 2014) Diversos estudios han
evidenciado que la estimulacion con la proteina NOD2 incrementa las respuestas dependientes de
Thly Th2.(Magalhaes et al., 2008; Tada et al., 2005) Por lo tanto la proteina NOD2 puede
aumentar las respuestas Thl o Th2 mediante el reconocimiento de los antigenos expresados por
los agentes infecciosos.(Berrington et al., 2010)

Dentro de las enfermedades infecciosas se encuentra la lepra, un proceso patolégico
incapacitante de tipo cronico ocasionado por Mycobacterium leprae, enfermedad que a menudo
elude el diagnostico temprano siendo detectada cuando la mayoria de los pacientes presentan
lesiones en la piel o dafios neuroldgicos que se pueden expresar como falta de sensibilidad,
dolores musculares o deformaciones, esto debido a la dafio que ocasiona en los nervios
periféricos, la piel, los 0jos y las mucosas de las vias respiratorias altas (Wen et al., 2014). La
lepra es una enfermedad que ha sido utilizada como modelo para estudiar la regulacion génica de
la respuesta inmune del hospedero, y la infeccidén. Un ejemplo de ello son los estudios realizados
a gemelos monocigéticos en donde se encontrd que tienen una similitud 3 veces mayor en el tipo
de lepra que los gemelos dicigdticos.(Chakravartti, 1973) Investigaciones recientes sobre los
mecanismos Yy la modulacién de la inmunidad innata respaldan la idea que después de la lepra

indeterminada debiese ocurrir una serie de eventos inmunoreguladores que determinaran el



37

espectro de la enfermedad.(Mazini et al., 2016) La proteina NOD2 detectan fragmentos de
peptidoglicano a nivel intracelular, los mecanismos mediante el cual los hospederos pueden
internalizar al peptidoglicano incluyen varias rutas como la fagocitosis con la subsecuente
degradacion bacteriana, siendo una opcidn la absorcion de fragmentos de peptidoglicano
mediante vesiculas, 0 mediante el transporte a través de las membranas del hospedero usando
canales, moléculas formadoras de poros o secrecion, mediante endocitosis 0 mediante células
vecinas. Una vez dentro de la célula, la activacién de NOD1 y NOD2 implica su reubicacion a
nivel intracelular. La activacion de NOD2 induce la formacion de un autofagosoma que esta
mediado por el reclutamiento del complejo proteico ATG16L1en la membrana plasmaticay el
cual es indispensable para iniciar la autofagia de las bacterias que ingresaron a las células del
hospedero. (Caruso et al., 2014) (Travassos et al., 2010) De acuerdo con el papel de NOD1y
NOD2, en la respuesta del hospedero contra la infeccidn bacteriana se evidencia que los ratones
deficientes de estas dos proteinas muestran mayor susceptibilidad a varios patogenos. (Franchi
et al., 2009; Philpott et al., 2014) Las proteinas NOD1 y NOD2 desempefian funciones
redundantes con los TLR en la deteccion de bacterias y la produccion de moléculas
proinflamatorias, debido a que ambas vias de sefializacion conducen a la activacion de NF-xB y
MAPK (Park et al., 2007; Tada et al., 2005). NOD2 también regula las respuesta de las células
Th17(Brain et al., 2013), en ratones, la estimulacién con NOD1 o NOD?2 solo conduce a
respuestas inmunitarias adaptativas dependientes de Th2 mientras que la coestimulacién con
agonistas de TLR promueve respuestas inmunitarias de células Thl, Th2 y Thl7 (Fritz et al.,

2007)



METODOLOGIA

Para dar cumplimiento a los tres objetivos planteados en el estudio se tuvieron en cuenta las

siguientes variables listadas en la tabla 2.

Tabla 2. Variables evaluadas en el estudio.
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Naturaleza 'y

madre

DANE

Nombre de la N . L, . . .
Definicion Operativa Relacion Nivel de Nivel Operativo
Variable N
Medicion
Identifica si se trata de un
Cualitativa
sujeto caso: diagnostico de Caso: 1
Estado caso o control Dependiente nominal
lepra, o control, segtn Control: 0
dicotémica.
criterios definidos.
Independiente Numérica
Edad Afos cumplidos \Valor en afios cumplidos.
potencial confusor. continua
Cualitativa
Sexo Hombre, mujer Independiente nominal Mujer: 0 Hombre: 1
dicotémica.
Lugar de nacimiento:
Cualitativa
Municipiode Norte de Municipio de Norte de Santander.
Municipio de nacimiento o Independiente nominal o
Santander. Cddigo ICodigo DANE
politémica.
DANE
Lugar de procedencia: Cualitativa
Municipio de Norte de Santander
Municipio de Municipiode Norte de Independiente nominal
Cédigo DANE
procedencia Santander. Cédigo DANE politémica.
Lugar de nacimiento del
Cualitativa
padre:Municipio de Municipio de Norte de Santander
Municipio de nominal
Norte de Santander. Independiente Cabdigo DANE
nacimientodel padre politémica.
Cédigo DANE
Lugar de nacimiento de la
Cualitativa
Municipio de madre:Municipio de Norte Municipio de Norte de Santander.
nominal
nacimientode la de Santander.Codigo Independiente Codigo DANE
politémica.
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Cualitativa
Clasificacion de
nominal Paucibacilar: 0
la enfermedad Multibacilar o paucibacilar Independiente
dicotémica. Multibacilar: 1
en casos
Polimorfismo de nucleétido
Cualitativa
sencillo Adenina-Citocina Independiente
rs3135499Adenina nominal Adenina: A
dicotémica Citocina: C
Guanina: G
Polimorfismo de nucleétido Independiente Cualitativa
rs2111234Guanina lAdenina: A
sencillo Guanina-Adenina nominal dicotémica
Polimorfismo de nucleétido
Independiente Cualitativa lAdenina: A
sencillo Adenina-Guanina
rs8057341Adenina nominal dicotémica |Guanina: G
Polimorfismo de nucleétido Independiente
Citocina: C
sencillo Citocina-Timina Cualitativa
rs7194886Citocina Timina: T

nominal dicotémica




40

Declaracion de ética

Para dar cumplimiento a los objetivos planteados el estudio fue evaluado, revisado y aprobado
por el comité de ética del HU Centro Dermatoldgico Federico Lleras Acosta de Bogota,
Colombia (Codigo 1D1S02-2N MinCiencias 212084368694). Una vez aprobado, se invito a los
participantes y se explicé el estudio, se realiz6 verificacion de la comprension de este y
posteriormente se les solicito la firma del consentimiento informado. Este estudio fue clasificado
como una investigacion con minimo riesgo, de acuerdo con lo establecido en los articulos 15y
16 de la resolucion 8430 de 1993. Adicionalmente, cumple con los lineamientos promulgados en
la declaracion de Helsinki introducidas por la 522 Asamblea General de la Asociacion Médica Mundial
en octubre del afio 2000 en Edimburgo.

Poblacion de estudio

Para dar cumplimiento a los objetivos se realizé un estudio de casos y controles con
individuos procedentes y naturales del Departamento de Norte de Santander. Se realizé una
busqueda de individuos con diagnostico de lepra en el periodo comprendido entre el 2020 hasta el
2021 en el SIVIGILA.

Para dar cumplimiento al objetivo 3, se realizd calculo del tamafio de la muestra para
tener un poder del 80%; a 0,05, error tipo 11 0,2, para detectar odds ratio [OR] >1,8; Para este
calculo se us6 la frecuencia del SNP rs7194886 reportada para otras poblaciones en la base de
datos dbSNP y Haploreg. Adicionalmente se hizo una relacion 1:4 (casos: controles). El calculo
de tamafio de muestra se determind mediante la formula del arcoseno la cual arrojo 114
individuos con lepra y 456 controles.

Para la eleccidn de los casos se revisaron los registros del programa de lepra en Norte de
Santander, en ellos se incluyeron pacientes curados, no curados, en tratamiento o en cualquier

fase de la enfermedad, mayores de 18 afios. Se incluyeron sujetos diagnosticados menores de
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edad, en este caso se firmd el asentimiento informado por el acudiente o adulto a cargo del
menor. El consentimiento informado aplicado a mayores de edad fue diferente al aplicado a
menores de edad. Se incluyeron en el estudio pacientes con datos completos y verificables con la
condicion de vivos. Los sujetos que no quisieron participar en el estudio no fueron incluidos.

Para la inclusion de los sujetos control, se invit6 a participar a personas mayores de edad
(18 afios) naturales y de procedencia del Norte de Santander, de la misma regién o municipio del
caso, en relacion 1caso: 4controles. Sujetos que no padecian la enfermedad y no tenian nexo con
algun caso de lepra, que no tenian asociacion, o sospecha o diagndéstico de enfermedades
autoinmunes. Se excluyeron los individuos que presentaron antecedentes familiares de lepra en
primer y segundo grado de consanguinidad o que fueran convivientes con un caso. Posterior a la
explicacion del estudio y verificacion de la compresion de este, se aplico el a consentimiento
informado.

Definicion de caso: individuo con diagndéstico de lepra que se encontraba registrado en la
base de datos del programa de Norte de Santander, siendo pacientes curados, no curados, en
tratamiento o en cualquier fase de la enfermedad.

Criterios de inclusion usados para la variable de caso:

1. Persona mayor de 18 afios.

2. Natural o procedente del departamento de Norte de Santander.

3. Libre acceso en la participacion del proyecto mediante la firma de un consentimiento
informado para casos.

4. Datos completos y verificables en la base de datos del programa.

5. Condicién vivo.

Criterios de Exclusion:



42

1. Pacientes que no otorgaron su consentimiento para la participacion en el proyecto.

Definicion de Control: individuo que no padece la enfermedad, que vivan cerca de los
individuos denominados caso, se usé 4 controles por 1 caso.

Criterios de inclusion usados para la variable de control:

1. Personas sanas sin diagnostico de la enfermedad.

2. Mayores de 18 afos.

3. Libre acceso en la participacion del proyecto mediante la firma de un consentimiento
informado para controles.

4. Personas sin ninguna inmunodeficiencia diagnosticada.

Criterios de exclusion:

1. Personas que presentaron antecedentes familiares de lepra en primer y segundo grado de
consanguinidad.

2. Personas que fueran convivientes con un caso.

3. Personas que no accedieron a participar en el proyecto mediante la firma del

consentimiento informado.

Seleccion de Polimorfismo o variantes de nucledtidos sencillo

Para la eleccion de las variantes se tuvo en cuenta los estudios de asociacién de genoma completo
(GWAYS), los estudios de familias y los estudios de casos y controles realizados en diferentes
poblaciones a nivel mundial como china, (Zhang et al., 2009b) Vietnam, (Grant et al., 2012)
Brasil, (Sales-Marques et al., 2014) India (Marcinek et al., 2013), Amazonia con limites en brasil
(Leturiondo et al., 2020), se seleccionaron 4 polimorfismos (SNP) presentes en el gen NOD2,

rs3135499, rs2111234, rs8057341 y rs 7194886 para la realizacion del genotipado en la
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poblacion de Norte de Santander. Para conocer la significancia funcional de cada SNP, se uso la
base de datos RegulomeDB , la cual permite identificar de acuerdo a un puntaje si la variante esta
relacionada con la trascripcion y expresion del gen. Los puntajes se encuentran clasificados entre
1a, 1b, 1c, 1d, le, 1f, 23, 2b, 2c, 3a, 3b, 4, 5, 6 y 7, en donde el SNP que tenga un puntaje 1a es
aquel que tiene mayor evidencia de ser funcional. Esta base de datos se tiene en cuenta para la
clasificacion anterior: sitio de union a factor de transcripcién, apareamiento con motivo de factor
de transcripcion, sitio de digestién con DNAsa | y sitios de hipersensibilidad a DNAsa.
Obtencion del Material de Analisis -Extraccion del ADN

Toma de muestra

Una vez obtenido el consentimiento informado por parte del paciente, la informacion
correspondiente a datos basicos y consulta de antecedentes se procedio a tomar mediante
venopuncién dos muestras de sangre total en tubos con anticoagulante con sal tripotasica del
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) presentes en tubos tapa lila, volumen aproximado de
sangre extraida por tubo 5ml, cada tubo se rotulé con nombre e identificacion de cada paciente

acompariado del consecutivo asignado en el proyecto.

Separacion de fases iniciales

Se realizd un proceso de separacion de fases mediante centrifugacion (10 minutos por
2500 rpm), posteriormente, se separ6 en viales el plasma y en el tubo inicial (lila) se mantuvo el

componente celular.

Extraccién del ADN
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Para la obtencion del ADN se utilizo el kit de extraccion PureLink Genomic DNA Kits
(Invitrogen ®), el cual permite una purificacion rapida y eficiente del ADN gendmico, al basarse

en la union selectiva del ADN a una membrana a base de silice en presencia de sales caotropicas.

Preparacion del Lisado

1. se calentd el bloque térmico o bafio de agua a 55°C.

2. Se adicion6 200 uL de muestra de sangre a un tubo de microcentrifuga.

3. Se agrego 20 uL de proteinasa K a la muestra anterior.

4. Posteriormente, se adicion6 20 uL de ARNasa a la mezcla anterior.

5. Se mezclo bien con breves agitaciones.

6. Se incubo por 2 minutos.

7. Se adicion0 a la mezcla anterior 200 uL de tampon de union/lisis del kit, se mezclo bien
con la finalidad de obtener una mezcla homogeénea.

8. Una vez mezclado todo se incubd por 10 minutos a 55 °C para promover la digestion de

las proteinas.

Procedimiento de purificacion mediante columnas de centrifugacion.

1. A lapreparacién del proceso anterior se adiciond 200 uL de etanol al 96%-100% al
lisado, se mezcld y agito en vortex por 5 segundos para obtener una mezcla homogénea.

2. Se adiciono el lisado preparado a una columna de centrifugacion PureLink ® la cual se
acondiciono en un tubo de recoleccion del Kit.

3. Se centrifugd la columna a 10.000 g por minuto a temperatura ambiente

4. Se desecho el tubo recolector inicial y se transfirié la columna de centrifugacién a un

nuevo tubo recolector.
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5. Se procedid a realizar los lavados del ADN presente en la columna agregando 500 uL de
tampdn de lavado 1 preparado con etanol.

6. Se centrifug6 a 10.000 g por minuto a temperatura ambiente por 1 minuto

7. Se descartd el tubo de recoleccion y se transfirié la columna a un nuevo tubo recolector.

8. Se adicion6 500 pul de tampdn de lavado 2 preparado con etanol a la columna

9. Se centrifug6 la columna con el tubo recolector a méxima velocidad durante 3 minutos a
temperatura ambiente

10. Se desecho el tubo de recoleccion y se coloco la columna en tubo microcentrifuga estéril
de 1.5 mL

11. Se agreg0 entre 25-200 pL de buffer de elucion a la columna 'y se incubo por 1 minuto.

12. Una vez incubado se centrifugd a maxima velocidad durante 1 minuto a temperatura
ambiente

13. Este ultimd tubo contiene el ADN gendmico purificado. Se desecho la columna'y se

guardd a -20°C el ADN para el proceso de amplificacion.

Analisis del rendimiento y la calidad del ADN obtenido

Una vez obtenido el ADN purificado se estimo la calidad del mismo determinando la
concentracion y pureza basado en la capacidad de absorbancia a 260 nm y su relacién a
A260/280 > 1,80, lo que indica que el ADN esta limpio de proteinas y sustancias que puedan
interferir, la cuantificacion se realizo usando un espectrofotometro NanoDrop™ ND-1000

(ThermoFisher®, USA).
Genotipificacion
Para la identificacion de los SNPs en las muestras se usé ensayos de genotipificacion con

sondas TagMan™ predisefiadas y validadas obtenidas de Life Technologies (Invitrogen®). Para
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cada variante se us0: rs3135499: ensayo ID ¢_31758802_10, rs2111234:ensayo ID
c_15820716 1, rs8057341: ensayo ID ¢ 3017466 10, y rs7194886: C_3017470 10. Se uso el
equipo StepOnePlus™ Real-Time PCR System. La discriminacion alélica se realizé de acuerdo
con las instrucciones del fabricante para cada sonda.

Para realizar la deteccion de los SNP: rs3135499, rs2111234, rs8057341y rs 7194886 se

utilizé el kit de Applied Biosystems™ TagMan ® SNP Genotyping Assays el cual contiene:

1. La secuencia especifica de los primers forward y reverse necesarios para la
amplificacion de cada uno de los polimorfismos estudiados.

2. Dos sondas TagMan marcadas con fluoroforo que se unen al sitio blanco en el
ADN : una sonda marcada con VIC para detectar a secuencia del alelo 1y otra

sonda marcada con FAM para detectar la secuencia del alelo 2.

Preparacion del Ensayo, muestras de DNA y Master Mix.

1. Se realizo dilucion de los ensayos predisefiados que estaban a una concentracion
de 20X.

2. Antes de realizar la PCR se hizo suspension del ensayo mediante agitacion y
centrifugacion.

3. EI ADN se descongel0, se agit6 verticalmente y una hora después de atemperar a
temperatura ambiente (18-20°C) se homogenizo mediante mezcla con vértex, luego se
realizd la verificacion de la cantidad mediante cuantificacion con nanodrop y la calidad
mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2%.

4. Se realiz6 mezcla de la Méaster Mix con la finalidad de homogenizar sus

componentes.
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Preparacion de la mezcla de reaccion:

1. Se realizo los célculos del nimero de reacciones a correr por cada ensayo,
incluyendo los controles (positivo y negativo).

2. Se realizo la disposicion de los componentes manteniendo las proporciones
de acuerdo con el nimero de reacciones requeridas, teniendo un 10% mas por perdidas de
volumen. (Tabla No. 3)

3. Se aplico vértex a la mezcla y se adiciono a cada pozo el volumen de
mezcla necesario para la reaccion.

4. Y se realizé el proceso de centrifugacion para mezclar la reaccion y
eliminar las posibles burbujas que se hubiesen formado.

5. Los DNA se diluyeron a una concentracion de 2.5ng/uL.

6. De acuerdo con las disposiciones establecidas se adiciono a cada pozo la
muestra de DNA correspondiente y los controles respectivos.

7. Se realizo el sellado con la pelicula adhesiva y se centrifugd para llevar los

reactivos y el ADN al fondo del pozo y eliminar las burbujas de aire.

Tabla 3. Preparacion de Master Mix

Componente 96 pozos .
(10 uL por reaccion)
Master Mix 2x TagMan 5uL
Ensayo de trabajo o Primer 0.5 uL
Agua libre de Nucleasas 4.5 uL
Volumen de Mezcla 10 puL

Programacién del Equipo de deteccion de BIORAD Byosistem
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1. Programacion del instrumento (tabla No. 4)

2. Se incluyo en el sistema de deteccion el volumen final de la reaccion.

3. Se guardé el protocolo

4. Y se coloco a correr cada una de las reacciones realizando la deteccion de

los polimorfismos (rs3135499, rs2111234, rs8057341 y rs 7194886)
5. Una vez terminaba el equipo se interpretaron cada una de las graficas
verificando la presencia de la amplificacién de interés evaluando si eran alelos homologos

0 alelos heterologos.

Tabla 4. Programacion del ciclado de gPCR para la deteccion de los polimorfismos

(rs3135499, rs2111234, rs8057341 y rs 7194886)

Ciclado
Paso
Temperatura Tiempo Ciclo
Activacion de la
95°C 10 minutos anico
polimerasa
Desnaturalizacion 95°C 15 segundos 40
Extension 60°C 1 minuto

Amplificacion por PCR

Con el objetivo de verificar si la discriminacion alélica realizada con las sondas era
correcta, se amplificé mediante PCR un segmento de DNA que contenia el SNP evaluado en 5
muestras elegidas de forma aleatoria y posteriormente se realiz6 secuenciacién por método
Sanger. Los primers fueron disefiados usando la herramienta primer 3 (https://primer3.ut.ee/)

usando las secuencias del gen NOD2 anotadas en Ensemble (ENST00000647318.2
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ENSG00000167207). Los primers fueron evaluados con la herramienta de PCR in silico de

UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/) para identificar el tamafio y verificar si los

primers amplificaba solo el segmento elegido en cada SNP. Las secuencias de los primer usados

en la PCR y el tamafio del fragmento amplificado estan descritos en la Tabla 5

Tabla 5. Secuencia de primers usados en estudio para ampliacion de segmentos para

anélisis de cada SNP por metodologia Sanger

Forward Rever Tamafio
SNP
(5"- 3") DNA (5"- 3) DNA (pb)
NOD2
5"CCAGAGGCCAAACAGCAATT-3 CATCTTCTC TCAGCCCCACT
346bp
(rs7194886)
NOD2
5"GTCGAGAACATGCTGGACCTG 3 TTGAGCGCAGGAATTCAAGG 371bp
(rs2111234)
NOD2
5" AGGGACTTGGTCTGGCTTTT3" AGATGGCCACCAGTTCAAACA
447pb
(rs8057341)
NOD2
5"GGCAGCCTCTTCAAAATGAG 3 GCAGGCTAAGGTGTAGCCCTTC
(1s3135499) S

El volumen final fue de 20 ul. Cada muestra contenia 10 pl de OneTaq® 2X Master Mix

(NEW ENGLAND BioLabs Inc), 0,4 pl de cada primer (10 uM) y 2 ul de DNA (2,5 ng/ ul) y 7,2

ul de agua grado biologia molecular. Las condiciones de amplificacion fueron: denaturacion

inicial de 95°C/3m y 40 ciclos: denaturacion a 95°C/10s, annealing a 60°C/30 s y extension

72°C/30s y extension final a 72°C/2 m. Posteriormente, se realizo electroforesis en gel de

agarosa al 2% Yy los productos de PCR fueron purificados usando el kit de extraccién en gel

Monarch® de New England BioLabs Inc y usados para secuenciacion.
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Secuenciacion de DNA

Para la reaccion de secuencia se uso el kit Big Dye Terminator v.3.1 cycle sequencing
(4336917) Applied Byositems, Austin, TX, USA. Se secuencio el segmento forward y reverse
mediante mediante uso del equipo GA3500 Applied Biosystems®. Las secuencias fueron
analizadas usando BioEdit v7.2 de uso libre (Tom Hall; Ibis Biosciences, Carlshad, CA, USA) y

verificados en la base de datos UCSC Genome Browser
Analisis estadistico Hardy-Weinberg.

Los analisis estadisticos fueron realizados usando la herramienta SNPStats® (disponible
en https://www.snpstats.net/start.htm). Las frecuencias alélicas y genotipicas fueron estimadas
por el método de conteo directo. El equilibrio de Hardy Weinberg (H-W) fue realizado usando la
prueba de X? para evaluar el sesgo de distribucion de los genotipos y el intervalo de confianza
(1C) del 95% para cada grupo (casos frente a controles). EI OR fue calculado usando 5 modelos
de herencia (dominante, codominante, recesivo, sobredominante y aditivo) usando al programa
SNPStats®. Las covariables ajustadas fueron edad y sexo. Los valores p y la significancia

estadistica fue definida como p>0,05.
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RESULTADOS

Caracteristicas demograficas en pacientes con lepra e individuos sanos del departamento de

Norte de Santander.

Se estudio una cohorte de 570 personas procedentes del departamento de Norte de
Santander de las cuales 114 (20%) correspondian a pacientes que desarrollaron lepray 456 (80%)
a personas naturales sin contacto previo o relacion con pacientes o enfermos de lepra. Las edades
de los participantes incluian desde los 13 afios hasta los 89 afios aclarando que solo se vincularon
menores en la categoria de casos, manejando una media en edad de 41 afios en general, y de 57
afios para los casos y de 37 afios para los controles; asimismo 283 (50%) mujeres y 287 (50%)
hombres. En la tabla No.6 se relacionan las variables categoricas de sexo y edad con sus
respectivos valores.

Tabla 6. Caracteristicas de los casos de lepray controles

Rango Media de Sexo
TOTAL
de edad Edad Femenino Masculino
Todos los
570 13-86 40,99 283 (50%) 287 (50%)
sujetos
Casos 114 (20%) 13-86 57,05 56 (49%) 58 (51%)
Controles 456 (80%) 18-86 36,97 227 (50%) 229 (50%)

Se muestra el rango y promedio de edad de acuerdo a sexo en casos y controles.

Caracteristicas clinicas de pacientes con lepra del departamento de Norte de Santander.

La lepra es una enfermedad con multiples presentaciones clinicas y ellas dependen del sistema
inmune y de su entorno, dentro de los 114 casos observados se evidencio que en la poblacién de

Norte de Santander existe un mayor predominio frente a la presentacion de manifestaciones
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clinicas asociadas a lepra multibacilar encontrandose un 88,60% para este tipo de lepra (101
casos) y 11.40% con lepra paucibacilar (13 casos).

Asociacion entre las variantes de nucledtido sencillo rs3135499, rs2111234, rs8057341y
rs7194886 en el gen NOD2 y el desarrollo de lepra en individuos del departamento de Norte

de Santander.

o Frecuencias alélicas de las variantes rs3135499, rs2111234, rs8057341 y rs7194886

en el gen NOD2.

Los SNP analizados se muestran en la tabla No. 07. Se describen las distribuciones de
frecuencias alélicas de cada uno de los SNP. EI SNP rs7194886 no se encontro en equilibrio de
H-W (p=0.00012**)

Tabla 7. Descripcion de rs3135499, rs2111234, rs8057341 y rs7194886 del gen NOD2

analizados.
FAM H-W
SNP | Posicion(G . Alelos Con OR (95% p-
ID RCh38) Ubicacion A/B | Casos | trol p- Cl) valor
o valor
rs3135 _ . 1.06 (0.7873- | 0,68
499 16:50732216 | 3-UTR A/C 0.36 | 0.37 | 0.069 1.4363) 66
rs2111 ) . . 0.77 (0.5762- | 0,09
234 16:50700122 | intronico G/A 0.38 | 034 | 0.2 1.0446) p
rs8057 _ . 0.63 (0.4681- | 0.00
341 16:50704069 | Intronico AlG 0.34 | 045| 0.93 0.8583) 30
rs7194 _ 2.3kb 5' de 0.0001
886 16:50691282 NOD2 CIT 0.22 | 0.24 ek
SNP, polimorfismo de un solo nucleétido; FAM, frecuencia de alelos menores; H-W,
Equilibrio de Hardy Weimberg; OR, Odds ratio, IC, Intervalo de confianza
**SNP con H-W, p<0,05, se excluyen del analisis
* Los valores de p se calcularon utilizando la prueba de Chi-cuadrado




o Frecuencias genotipicas de las variantes rs3135499, rs2111234, rs8057341y

rs7194886 en el gen NOD2.

La tabla 8 se muestran las frecuencias de los genotipos evaluados en la poblacién
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estudiada. Las frecuencias genotipicas de los SNP rs3135499 (p=0,55 y p=0,085), rs2111234 (p=

0,84 y p=0, 13), rs8057341 (p=0,53 y p=0,57) en casos y controles respectivamente. Se encontro

que hay diferencia significativa en la frecuencia de los genotipos del rs8057341 entre casos y

controles ( p=0.006286**)

Tabla 8 Frecuencias genotipicas de los SNP rs3135499, rs2111234, rs8057341y rs 7194886

en casos y controles ( n=570).

Controles C_asos
. Total n= 456 n=114
SNP Alelo/genotipo n=570 N n X2 p-valor
. (frecuencia
(frecuencias) s
A/A 222 (0.39) 179 (0.39) 43 (0.38)
rs3135499 AlIC 284 (0.5) 227 (0.5) 57 (0.5) | 0,190 0,9063
CIC 64 (0.11) 50 (0.11) 14 (0.12)
A/A 104 (0.18) 89 (0.2) 15 (0.13) 0.006286*
rs8057341 G/A 281 (0.49) 233 (0.51) 48 (0.42) |10.138|
G/G 185 (0.32) 134 (0.29) 51 (0.45)
CIC 315 (0.55) 240 (0.55) 66 (0.58)
rs 7194886 CIT 239 (0.42) 193 (0.42 46 (0.4) | 1.068 0.586
TIT 16 (0.03) 14 (0.03) 2 (0.02)
A/A 177 (0.31) 133 (0.29) 44 (0.39)
rs2111234 AlG 295 (0.52) 242 (0.53) 53 (0.46) | 3.805 0.1492
G/G 98 (0.17) 81 (0.18) 17 (0.15)
p-valor <0.05 *Estadisticamente significativo

Asociacion entre SNP y susceptibilidad a lepra
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Los SNP fueron evaluados para los modelos codominante, dominante, recesivo,
Sobredominante y aditivo. Los andlisis mostraron que el SNP rs8057341 es un factor de protector
para desarrollar lepra en el modelo codominante en el genotipo A/A OR=0.45; 95%I1C=0.22-0.91,
p=0,044, con el modelo dominante para los genotipos A/G-A/A OR=0.57; 95%I1C=0.36-0.92,
p=0,021 y con el modelo aditivo OR=0.66; 95%1C=0.47-0.92, p=0,013 en datos ajustados por
edad y sexo. Los SNP rs2111234 y rs3135499 no mostraron estar asociados al desarrollo de lepra
post-infeccion en ninguno de los modelos analizados como es mostrado en la tabla 9.

Tabla 9 . Asociacion entre los polimorfismos (SNPS) y la susceptibilidad a lepra en los

diferentes modelos de herencia ID_ SNP

. Frecuencias Sin ajuste Con ajuste
Genoti
Modelo 00 Casos | Controle OR p- OR p.-
S (95%ClI) valor* (95%Cl) valor**
51 134
GG | aa7m) | (29.4%) 1 1
Codomina AG 48 233 0.54 (0.35- | 0.0073 | 0.62(0.38- | 0,044**
nte (42.1%) | (51.1%) 0.85) ok 1.03) *
AA 15 89 0.44 (0.23- 0.45 (0.22-
(13.2%) | (19.5%) 0.84) 0.91))
51 134
Sominane CIC | aa7m) | (29.4%) ! 0.0021 ! 0,021
AlG- 63 322 0.51(0.34- | *** [ 0.57(0.36- *
(8057341 é//é (55§g%) (726670/0) 0.78) 0.92)
_ AIG | (86.8%) | (80.5%) 1 1
Recesivo AA 15 89 062035 | %1 | oss@30- | 09
(13.2%) | (19.5%) 1.13) 1.12)
| ele- 66 223 1 L
Sobredomi A/A (57.9%) | (48.9%) 0.085 0.3
nante AG 48 233 0.70 (0.46- ' 0.79 (0.50- ’
(42.1%) | (51.1%) 1.05) 1.25)
Log- 0.63(046- | 0.0027 [ 0.66 (047- | 14
aditivo 0.86) ok 0.92) ’
43 179
AR 3779 | (39.00) 1 1
Codomina . 227 1.05 (0.67- 0.95 (0.58-
2135400 nte AIC | 57 (50%) (49.8%) 1.63) 0.91 1.56) 0,94
s e 14 50 (1196 | 147 059 1.07 (0.51-
(12.3%) 0 2.30) 2.27)
. 43 179
Dominante AlA (37.7%) (39.2%) 1 0.76 1 0,91
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A/C- 71 277 1.07 (0.70- 0.97 (0.61-
cic | (62.3%) | (60.8%) 1.63) 1.56)
A/A- 100 406 ) )
_ AIC | (87.7%) | (89%)
Recesivo e 14 50 (119%) | 114 (060- 069 1111055 | O78
(12.3%) 0 2.14) 2.21)
A/A- : 229
sobredomi | c/ic | 27 G0%) | (50 204 1 0.7 1 077
nante AJC 57 (50%) 227 1.01 (0.67- ' 0.93 (0.59- '
% | (49.8%) 1.52) 1.48)
Log- 1.07 (0.78- 1.01 (0.71-
aditivo 1.46) 0.68 1.43) 0,95
44 133
AA | 386%) | (29.00) ! 1
e AC | es%) | (53.1%) 1.04) 0.16 1.24) 0,27
oG 17 81 0.63 (0.34- 0.58 (0.29-
(14.9%) | (17.8%) 1.18) 1.17)
44 133
AIA 1 1
. (38.6%) | (29.2%)
Dominante e~ 70 323 | 066043 | 29 07002 | OB
GIG | (61.4%) | (70.8%) 1.00) 1.13)
rs2111234 AA 97 375 . )
_ AG | (85.1%) | (82.2%)
Recesivo ol 17 81 081046- | %% [ 069036 | %%
(14.9%) | (17.8%) 1.43) 1.30)
AJA- 61 214 ) )
Sobredomi G/G (53.5%) (46.9%) 021 0.64
nante NG 53 242 0.7 (051- | 0.89 (0.57- !
(46.5%) | (53.1%) 1.16) 1.42)
Log- 0.76 (0.56- 0.76 (0.54-
aditivo 1.04) 0.083 1,06) 0.1

95%.

* Los valores se calculan sin fechas de ajuste.
**Valores calculados con ajuste por edad y sexo
*** valor de p < 0,05, estadisticamente significativo

SNP, polimorfismo de un solo nucleétido; OR, razén de probabilidades; IC del 95%, intervalo de confianza del

Asociacion entre haplotipos y susceptibilidad a lepra

El analisis de haplotipos mostré que los SNP rs2111234 y rs3135499 presentan un bajo

LD (desequilibrio de ligamiento) con un valor de D"=0,68 (r?>=0,20) mientras que los SNP

rs2111234 y rs8057341 presentan un moderado LD con un valor D"= 0,89 (r?=0,79). (Figura 1)

Se encontro6 que el haplotipo GAG (rs2111234, rs3135499, rs8057341) con frecuencia de 2,01%,

representa un factor de riesgo para el desarrollo de lepra OR 3.17 ; 1Cg50=1.26 - 7.94; p=0,014 en
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datos ajustados por edad y sexo tanto en datos sin ajustar (OR=3.61; 1Ces5%=1.54 - 8.46,
p=0,0034) (Tabla 10). De igual manera al realizar el analisis por subgrupos se evidencio que el
mismo haplotipo en mujeres representa un factor de riesgo (OR=6,14, 1Cgs9% =1,59-23,7

p=0,0091) (Tabla 11), sin embargo, en hombres no se encontrd esta asociacion.

A

FIGURA 1 . BLOQUE DE HAPLOTIPO FORMADO POR LOS SNP ANALIZADOS EN EL GEN NOD?2

NOTA. A. Los SNP Rs2111234 Y Rs8057341 FORMAN UN BLOQUE CON UN LD MODERADO
(D"=89, R?=0,79) B. MUESTRA EL MISMO BLOQUE CON LOS VALORES R2, ENTRE EL SNP

RS2111234 Y RS8057341 PRESENTAN UN R2=0,79.

Tabla 10. Frecuencias de haplotipos asociado con rs2111234, rs3135499, rs3135499,
rs8057341.

SNPs y susceptibilidad a lepra (n=570, ajustado por edad y sexo)

SNP/Haplo | rs21112 | rs31354 | rs80573 | Frecuen |10 luste Con gjuste
tipo 34 99 41 cia OR p- OR p--
(95%CI) |valor* | (95%CI) | valor**
1 G A A | 03618 1 1
1.40 (0.94 1.35 (0.88
2 A C G | 03088 | 1o | 0008 | 7T 0 017
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3 A A G | 02352 1'?;.(1%?8 0,062 1'?;8%)84 0.24
4 G c A | 00419 O'f‘il(?%)“ 0.27 0'?1.(2%)09 011
5 A A A | 00215 1'?3%%57 0.028 2'?2.(2%;38 0.089
6 G A G | 00201 373225)1*13 R 37125)1*32 0.014

Asociacion global de haplotipos p-valor: 0.0061 p-valor: 0.0089

SNP, polimorfismo de un solo nucle6tido; OR, razén de probabilidades; IC del 95%, intervalo
de confianza del 95%.

* Los valores se calculan sin fechas de ajuste.

** Valores calculados con ajuste por edad y sexo

*** valor de p < 0,05, estadisticamente significativo

Tabla 11. Asociacion de haplotipos de los SNPs rs2111234, rs3135499, rs8057341y la

susceptibilidad a lepra en mujeres ( n=283, ajustado por edad).

Sin ajuste Con ajuste
SNP/Hapl | rs2111 | rs3135 | rs8057 | Frecue OR b OR p.-
. : - N
otipo 234 499 341 ncia (95%C1) | valor* | (95%Cl) vali)r
1 G A A 0.3634 1 1
1.53 (0.85 - 1.48 (0.80 -
2 A C G 0.3099 277) 0.16 276) 0.21
1.65 (0.91 - 1.50 (0.79 -
3 A A G 0.2298 3.00) 0.1 2.85) 0.21
1.01 (0.22 - 0.73 (0.15 -
4 G C A 0.0367 4.67) 0.99 3.63) 0.7
2.32 (0.86 - 2.69 (0.93 -
5 A A A 0.0292 6.26) 0.097 7.75) 0.068
6.75 (1.95- | 0.0028 | 6.14 (1.59 - | 0.0091
6 G A G 0.0225 23.35) o 23.79) o
Asociacion global de haplotipos p-valor: 0.015 p-valor: 0.041
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DISCUSION

La enfermedad de Hansen se ha convertido en una enfermedad de tiempos y se ha
caracterizado por presentarse en todos los individuos sin distincion de clase social, y sin
predominio hacia algin rango de en edades segun lo descrito por el boletin epidemiolégico de la
semana 52 del afio 2021 de Colombia presente en el sistema de salud publica (SIVIGILA) es de
resaltar dentro de las caracteristicas sociodemograficas que el 3,03% de los casos se presentaron
en menores de 15 afios, y el 63,97% se encontrd en poblacion de 40 a 79 afios, y el 60,94%
fueron hombres. En este estudio se destaca que la presencia de 2 casos correspondiente a menores
de edad que presentaban la enfermedad con edades de 16 y 17 afios. Asi mismo se evidencio que
el sexo masculino y femenino en este estudio no presenta diferencias significativas en cuanto a la
presentacion de la enfermedad, de los casos se resalta que la poblacion que sigue viéndose
afectada por esta enfermedad esté en edades alrededor de los 57 afios, pero es evidente que la
transmision y la presentacion de la enfermedad puede ser a cualquier edad. Esto indica que la
expresion de la enfermedad no esta relacionada de manera directa con la edad, sino que puede
estar relacionada con el tiempo en el cual se realizd la exposicion a la micobacteria, el sistema
inmunoldgico del paciente, las condiciones genéticas, y los factores ambientales en los cuales se
desarrolla el individuo.

La enfermedad de Hansen se ha caracterizado por ser una enfermedad con diferentes
presentaciones clinicas e histopatoldgicas las cuales dependen del tipo de respuesta inmunolégica
que se desarrolle frente a ciertos componentes que expresa la micobacteria en especial el
muramildipéptido, lo que esta relacionado con la presentacion de la lepra: lepra lepromatosa y
lepra tuberculoide y otras aun sin definicién inmunolégica como las bordeline ( Bordeline-

lepromatosa, Bordeline-Bordeline, Bordeline-tuberculoide). De acuerdo con la informacion
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suministrada por los pacientes, se infiere desde el punto de vista inmunoldgico y clinico que los
casos de Norte de Santander presentan una respuesta nula a moderada frente a M. leprae, dado
que se encontrdé mayor prevalencia la forma lepromatosa. La forma tuberculoide se se caracteriza
por presentar placas Unicas o escasas, con pérdida de sensibilidad, anhidroticas, alopécicas,
limitadas, eritematosas, hipocrémicas, algunos con maculas, papulas o nddulos, las cuales se
ubican principalmente en las extremidades, gluteos, caray espalda, lesiones que se suelen estar
acompafadas de escasos bacilos, asi mismo los efectos de la inmunidad celular estarian presentes
de manera moderada, entendiendo que los linfocitos T proliferarian en esta poblacion una vez
entran en contacto con la micobacteria. (Rada et al., 2009). Mientras que la lepra lepromatosa se
caracteriza por una pobre respuesta inmunolédgica donde el paciente va a presentar afeccion de la
piel, de los nervios, el higado, el bazo, la nariz, lo ojos y otras ubicaciones anatdmicas, son los
pacientes mas dificiles de controlar y se caracterizan por presentar engrosamiento de los nervios
perifericos, multiples lesiones cutaneas, congestion nasal y epistaxis.

Los estudios de asociacion de variantes de nucledtido sencillo han tenido gran importancia para
entender la fisiopatologia de las enfermedades y predecir la susceptibilidad a desarrollo de la
misma. En este estudio se evalud la presencia de SNP presentes en gen NOD2 en un grupo de
individuos con lepra y sujetos sanos del Norte de Santander, Colombia y se establecio
estadisticamente su papel en la susceptibilidad para el desarrollo de lepra. Para ello un elemento
clave cuando se estudian las asociaciones entre polimorfismos genéticos y enfermedades es el
equilibrio de Hardy-Weinberg (HW), el cual me determina que no existe un sesgo en la
segregacion de los alelos en la poblacion general ni en la poblacién sana que pueda confundir el
efecto del SNP en la enfermedad. Los estudios de casos y controles son ampliamente usados para
validar la asociacion de un SNP en una poblacién especifica. Los controles representan la forma

sana de la poblacion en donde la poblacién de be encontrarse en equilibrio para la segregacion de
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los alelos y de esta forma permitir la asociacion o no del SNP con la enfermedad . En este estudio
se encontrd que el SNP rs7194886 no se encontraba en equilibrio lo que indica que en esa
poblacion los alelos de ese SNP lo que muestra un sesgo en la segregacion. Dado que en el
estudio se recolectaron muestras de pacientes y controles de diferentes municipios de Santander,
y que los otros SNP (rs 3135499, rs2111234, rs8057341) se encontraban en equilibrio es dificil
establecer o por lo menos especular la posible causa en el sesgo de segregacion de este SNP. De
acuerdo a la literatura, el acervo genético étnico puede afectar la expresion de la susceptibilidad
a la lepra (Altshuler et al., 2008) presentando variabilidad en el papel que tienen los SNPs de
acuerdo a la poblacién en estudio. Mediante la ecuacion de Hardy Weinberg se determiné que
frecuencia debia observarse en la poblacion para cada genotipo en funcion de las frecuencias de
los alelos y se encontrd que la presencia de los genotipos de los SNP rs3135499, rs2111234 y
rs8057341 se presentan en equilibrio tanto para sujetos control ( p =: 0,085; 0,13y 0,57
respectivamente), lo que significa que lo observado en este estudio se esta presentando de
generacion en generacion mostrandose como una estructura poblacional estable en donde la
trasmision de los alelos de los progenitores a los descendientes es independiente y no se
evidencian fendmenos que distorsionen este comportamiento y se presenta una combinacion de
alelos, es decir un genotipo, el cual depende de las frecuencias de cada alelo, pero al realizar el
analisis del equilibrio de Hardy Weinberg para el SNP rs7194886 se observa que los individuos
que participaron como casos estaban en equilibrio (p=0,096) pero al realizar el analisis en los
controles se evidencia que estan en desequilibrio (p=0,00088), lo cual puede deberse a factores
externos que pueden estar influyendo en el genoma. Dentro de estos factores se puede especular
que el desequilibrio es por la presencia de poblaciones genémicas endogamicas o con algun
grado de consanguinidad, las migraciones de poblacion venezolana al ser una zona fronteriza, las

condiciones geologicas- ambientes, o que se esté dando una seleccion del alelo el cual puede
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estar asociado con la longevidad. Sin embargo, dado que las otros SNP no se encuentran en
desequilibrio, es posible que la regién gendmica donde se encuentra el SNP SNP rs7194886 que
es a 2.3kb 5' del gen NOD2 sea una region en desequilibrio, pero no se ha reportado.

Dentro de los estudios publicados se encuentra el de Sales-Marques et al, quienes en
Brasil extrapolaron un estudio de validacion y replicacion realizado en china(Zhang et al., 2009b)
identificando dos polimorfismos en el gen NOD?2, asociados con la resistencia del hospedero a la
lepra. La asociacion entre el gen NOD2 y la susceptibilidad a la lepra documentada en china ha
sido validada en nepali y muestras de poblacion vietnamita (Berrington et al., 2010; Zhang et al.,
2009a) pero no en poblacion india y africana. Dentro de los datos del estudio chino se encontré
el alelo G estaba asociado con un mayor riesgo de lepra (Zhang et al., 2009a), mientras que el
estudio con la poblacion brasilefia mostrd que el alelo A del SNP rs8057341 esta asociado con la
resistencia del hospedero a la lepra en las muestras analizadas. Esto permite argumentar la
importancia del gen NOD2 en la susceptibilidad a la lepra reflejando diferencias biologicas
asociadas con la poblacién en estudio.(Sales-Marques et al., 2014)

La replicacion del estudio de asociacion entre NOD2 rs8057341 en diferentes poblaciones
de Brasil (Rondondpolis, Bauru y Rio de Janeiro) (Sales-Marques et al., 2014) , permitio
observar en todas las poblaciones de casos y controles, que el genotipo AA genera resistencia a
la lepra (p=1,39x 10°, OR = 0,49; 1Ces%= 0,36 —0,65), asi mismo, el analisis de casos, controles y
familias) encontré un valor OR protector (alelo A= 0.80, p=0.0001) confirmando que el alelo A
del SNP rs8057341 del gen NOD?2 es un factor genético de resistencia a la lepra.(Sales-Marques
et al., 2014). Estos datos concuerdan con lo encontrado en este estudio en donde la presencia del
genotipo AA es un factor protector (OR=0.44; 1Cosy= 0.23-0.84, p= 0.0073). En China (Mazini
et al., 2016) se encontr6 que el SNP rs7194886 es una variante que conduce a la susceptibilidad

con un riesgo dos veces mayor (OR 2.25; 1Cgs0,=1.58-3.21 p= 4,43 x 10~7) asi mismo el SNP
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rs3135499 en un estudio de familias en la poblacion brasilefia se mostré como factor protector
para esta poblacién (p= 0.023)(Sales-Marques et al., 2014) En el presente estudio se encontrd
alelo A del SNP rs8057341 es un factor protector (OR 0.63, 1C95%=0.4681-0.8583, p=0.0032),
en la poblacién de Norte de Santander . Cuando estos genotipos se analizaron con los modelos de
herencia se encontr6 que este mismo SNP se asocid con la susceptibilidad a lepra, donde se
evidencia que el alelo A es un factor de proteccion y que se conserva la proteccion cuando se en
cuentra en forma homocigota u heterocigota en el modelo de herencia codominante con el
genotipo AA 'y AG, , dominante con el genotipo AG o AA y en el modelo aditivo .

Los datos fueron ajustados de acuerdo a la edad debido a las diferencias en las frecuencias
entre casos y controles y cuando se realizo el ajuste se mantuvo el factor de proteccion para el
SNP rs8057341 para el modelo codominantes el genotipo A/A OR=0.45; 1Cg5%=0,22-0.91,
p=0,044 y en el modelo dominante el genotipo A/G-A/A OR=0.57; 1Cg5%=0.36-0.92, p=0,021 y
para el modelo aditivo con un OR=0.66; 1Cg50,==0.47-0.92, p=0,013.

El analisis de un unico polimorfismo no genera mayor informacién frente al desarrollo de
la enfermedad, por lo cual se analizan varios los polimorfismos de manera simultanea en un gen,
lo cual podria ser mas Util para para identificar el papel que juega un gen con el desarrollo de la
enfermedad, es por ello que es de interés identificar el conjunto de alelos que se transmiten desde
los padres en cada cromosoma, denominando a este conjunto de alelos: haplotipo, (Iniesta et al.,
2005) por lo anterior en esta investigacion se realizo la construccién de los haplotipos de los
polimorfismos estudiados y se encontrd que el haplotipo GAG (rs2111234, rs3135499,
rs8057341) se comporta como un factor de riesgo frente al desarrollo de la enfermedad (OR 3.17
; 1Cos5%=1.26 - 7.94; p=0,014), en especial cuando se realiza un ajuste por sexo y edad donde se

logra observar que es significativa esta proteccion en el sexo femenino.
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Como se ha descrito los polimorfismos genéticos son los responsables de la gran
variabilidad presente entre los individuos de una misma especie, siendo esta diversidad la
responsable de evolucion de las especies y de las caracteristicas diferenciales entre individuos de
una misma especie. (Torrades, 2002) Los polimorfismos se pueden presentar en regiones
codificantes dentro del genoma (regiones involucradas en la informacién que codifica para la
proteina) estos polimorfismos se denominan polimorfismos génicos, también pueden aparecer en
regiones no codificantes siendo regiones que no codifican para ningun producto génico, pero
pueden estar implicados en funciones reguladora o simplemente estructural denominandose

polimorfismos genéticos. (Torrades, 2002).
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CONCLUSIONES

La lepra continta siendo una enfermedad con una incidencia significativa en Colombia
presentando en los Gltimos afios una variacion en la cantidad de casos nuevos, pero aun asi sigue
manteniendo el comportamiento en cuanto a los departamentos que presentan la mayor cantidad
de casos, en esos se encuentran incluidos Valle del Cauda, Norte de Santander, Cesar, Huilay
Bogota.

En la poblacion de Norte de Santander se evidencio que los municipios de Cdcuta, Ocafia,
Villa del rosario y Puerto Santander son los municipios donde se encuentran la mayoria de los
pacientes con presentaciones clinicas de la enfermedad y se hace necesario el control de esta en el
departamento.

Los analisis realizados muestran que en el grupo poblacional estudiado del Norte de
Santander se presenta una concordancia frente al papel que juegan estos SNP rs8057341 en el
desarrollo de lepra, pero los otros SNP analizados presentan un comportamiento diferente a lo
reportado en otras poblaciones.

De igual manera en la poblacion de Norte de Santander se muestra que el haplotipo GAG
(rs2111234, rs3135499, rs8057341) es un factor de riesgo en esta poblacion para el desarrollo de
la enfermedad con un efecto mas fuerte en el género femenino.

Debido a las pocas investigaciones realizadas en el pais y en especial en el departamento,
se considera indispensable seguir en el proceso de realizar mas estudio en esta poblacién, dada la
alta incidencia que presenta el departamento la lepra y aun mas importante las implicaciones que

puede generar esta enfermedad en los pacientes.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda a la comunidad cientifica seguir evaluando la respuesta inmunolégica
frente a la enfermedad de Hansen, estudiando los comportamientos de otros SNPs no solo en el
Gen NOD?2 sino en otros genes implicados en la defensa frente a Mycobacterium leprae, asi
mismo evaluar la secrecion de citoquinas en estos pacientes y realizar una correlacion con estos
SNPs.

De igual forma se recomienda realizar estos estudios en otras regiones del pais con la
finalidad de reconocer el comportamiento de estos polimorfismos en el pais, considerando que en
estudios en otros paises los comportamientos no fueron reproducibles y la expresion de cada uno
de los SNPs es propia de cada region estudiada. De acuerdo a lo observado también se
recomienda realizar estudios de familias y de genomas completos para lograr comprender un
poco mas el comportamiento de la micobacteria, la genética de los pacientes, el sistema
inmunoldgico y el ambiente principalmente en esta zona geogréafica. Por Gltimo, se recomienda
mantener la vigilancia y la basqueda activa de pacientes con la enfermedad de Hansen para

intentar mitigar la extension de la enfermedad y las secuelas a largo plazo de los pacientes.
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