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RESUMEN
Introduccion: La Lepra es una enfermedad predisposicion genética para el desarrollo de esta
infecciosa causada por el Mycobacterium leprae. enfermedad, que sugiere la busqueda de la
Los patrones dermatoglificos de pacientes asociacién con polimorfismos moleculares, de
cubanos con lepra lepromatosa mostraron mayor precision. Entre estos, unos de los mas
indicios probatorios de que existe estudiados son el T352C del gen del receptor de
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la vitamina D y el A16974C del gen IL12p40, cuya
utilidad relativa depende de la poblacion.
Objetivo: Determinar si existe asociacion entre la
presencia de los polimorfismos T352C y A16974C
con la lepra lepromatosa en pacientes cubanos.
Material y Métodos: Se realizd un estudio
observacional, analitico, de tipo caso-control de
genética
pacientes con lepra lepromatosa y controles.

asociacion donde se estudiaron
Fueron identificados los genotipos relacionados
con los polimorfismos T352C y A16974C en cada
grupo. La prueba Chi-cuadrado de Pearson fue
utilizada para determinar si los controles se
hallaban en equilibrio de Hardy Weinberg, asi

como si existia relacién entre los polimorfismos y

ABSTRACT

Introduction: Leprosy is an infectious disease
caused by Mycobacterium leprae.
Dermatoglyphic patterns of Cuban patients with
lepromatose leprosy showed evidential signs of
the existence of genetic predisposition to the
development of this disease, which suggests a
search for the association with molecular
polymorphisms of higher degree of accuracy.
Among them, some of the most studied are the
T352C vitamin D receptor gene and the A16974C
of the IL12p40 gene, which relative usefulness
depends on the population.

Objective: To determine whether there is an
association between the T352C and A16974C
polymorphisms with lepromatose leprosy in
Cuban patients.

Material and methods: An observational
analytical case-control type genetic association
study was conducted where patients with
lepromatose leprosy and controls were studied.

Genotypes related to T352C and A16974C
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la presencia de la enfermedad.

Resultados: Los pacientes estudiados fueron 32
para el polimorfismo T352Cy 44 para el A16974C.
Los controles fueron 64 y 44, respectivamente;
estos se hallaron en equilibrio Hardy-Weinberg.
No se detectd asociacion entre los polimorfismos
A16974Cy T352C con la lepra lepromatosa.
Conclusiones: Los polimorfismos T352C vy
A16974C no son utiles como factor de riesgo
predisponente en el grupo de pacientes cubanos

con lepra lepromatosa estudiados.

Palabras claves: Lepra, polimorfismo genético,
predisposicion genética a la enfermedad, Cuba,
equilibrio de Hardy-Weinberg, alelos.

polymorphisms were identified in each group.
Pearson’s chi square test was used to determine
whether the controls were in Hardy-Weinberg
equilibrium, and also whether there was a
relation between polymorphisms and the
presence of diseases.

Results: There were 32 patients under study for
T352C polymorphism, and 42 for A16974C. The
controls were 64 and 44, respectively; and these
were in Hardy-Weinberg equilibrium. No
between T352C and A16974C
polymorphisms with lepromatose leprosy was
detected.

Conclusions:

association

T352C and A16974C
polymorphisms are not useful as a predisposing
risk factor in the group of Cuban patients with
lepromatose leprosy studied.

Keywords: Leprosy, genetic polymorphism,
genetic predisposition to disease, Cuba, Hardy-

Weinberg equilibrium, alleles.
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INTRODUCCION
La lepra es una enfermedad infecciosa causada
por el Mycobacterium leprae (ML). En Cuba se
han logrado reconocidos avances en su
prevencion y control. A partir de 1993, cuando se
alcanzé una reduccion de su tasa de prevalencia
por debajo de uno por cada 10 000 habitantes, se
excluyd como problema de salud.>2 Sin embargo,
esta enfermedad aun no ha sido eliminada en
nuestro pais, y se impone la blisqueda de nuevas
medidas preventivas.3*
Se ha comprobado que menos de 10% de los
infectados con ML padecen lepra. Incluso entre
los afectados, su cuadro clinico puede diferir de
un paciente a otro; desde la forma tuberculoide a
la lepromatosa, esta ultima la mas grave. Esto se
ha explicado por interacciones complejas entre
factores genéticos predisponentes -incluyendo el
genotipo de uno o mas loci- y una variedad de
eventos ambientales que provocan, aceleran o
exacerban el desarrollo de la enfermedad.>®’
La identificacién de tales factores genéticos
permitiria una mejor comprension del papel que
estos desempeiian en la predisposicién a la lepra
y, especialmente, el disefio de medidas
preventivas. Ello se puede lograr con la aplicacién
de estudios genéticos para identificar variantes
genotipicas asociadas con la enfermedad que
incluyen desde herramientas semioldgicas, como
los dermatoglifos, hasta la aplicacion de técnicas
de Biologia Molecular.8?
A través del estudio de los dermatoglifos de

pacientes cubanos con lepra lepromatosa (LL)
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fueron hallados indicios probatorios de
predisposicion genética para el desarrollo de esta
enfermedad.!3

La disponibilidad de técnicas moleculares ha
estimulado la busqueda de variantes polimérficas
asociadas con la susceptibilidad, o la resistencia,
a la lepra, de mayor eficacia que las semioldgicas.
14,15 Entre los polimorfismos mas estudiados se
incluyen: el T352C del gen del receptor de Ia
vitamina D (RVD) y el A16974C del gen IL-12p40,
que codifica para la interleucina-12.16-18

El gen RVD codifica un factor de transcripcién,
gue a través de la activacion de la vitamina D,
modula diversos procesos biolégicos, incluyendo
la funcidon inmune.*?

Mientras, el gen IL-12p40, codifica la sintesis de
la interleucina-12, clave en la promocion de la
inmunidad celular y, por tanto, en la resistencia
inicial a infecciones producidas por
micobacterias, entre ellas el ML.

Los resultados de los estudios de asociaciéon de
estos dos polimorfismos con la LL han sido
contradictorios.?® Ante tal discrepancia es
importante determinar qué ocurre en nuestro
medio, a fin de disponer de una herramienta mas
precisa para la identificacién de personas
cubanas que presenten un riesgo elevado de
desarrollar esta enfermedad en Cuba, al
presentar predisposicién genética; a fin de
proponer medidas preventivas en aquellos
expuestos al agente.

OBIJETIVO
Determinar si existe asociacidén entre la presencia de los polimorfismos T352Cy A16974C con la lepra

lepromatosa en pacientes cubanos.
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MATERIAL Y METODOS
Se realizé un estudio analitico tipo caso-control
de asociacion alélica, desde enero de 2013 hasta
junio del 2016, en dos etapas; en cada una de las
cuales se estudid uno de los polimorfismos
mencionados.
El universo de los casos quedd constituido por los
pacientes con diagndstico de lepra lepromatosa
registrados en el programa nacional de lepra del
Ministerio de Salud Publica.
Los casos se seleccionaron siguiendo los
siguientes criterios:
Criterios de inclusion
Individuos diagnosticados con LL, segun la
clasificacién operacional de la OMS, basada en el
nimero de lesiones con trastornos de la
sensibilidad, con 5 afios de evolucion?! y que
dieran su disposicion de colaborar con |Ia
investigacion, lo cual quedd demostrado a través
de la firma del consentimiento informado.
Criterios de exclusién
Pacientes con LL que padecieran otras
enfermedades en las que se ha demostrado
vinculacion con los polimorfismos, que fueron
objeto de esta investigacion (enfermedad de
Crohn, colitis ulcerativa, esclerosis multiple,
Diabetes Mellitus tipo 1, tuberculosis, malaria
cerebral fatal y/o espondilitis anquilosante,
cancer de préstata, urolitiasis grave y vitiligo).
Ademas de pacientes menores de 18 afios; y
aquellos pacientes con LL que tuvieran otro
familiar afectado incluido en el estudio; para
evitar sesgos de inclusion de personas con
constitucién genética semejante.
Criterio de salida
Quienes manifestaron su deseo de retirar su
participacién en la investigacidn, cualquiera que
fuera el momento, aun después de haber dado su
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autorizacion previa.
El universo de los controles se obtuvo del banco
de acido desoxirribonucleico (ADN) del Centro
Nacional de Genética, todos provenientes del
estudio poblacional de longevidad. Para su
seleccion se tuvo en cuenta que no presentaran
lepra ni alguna de las enfermedades vinculadas a
los polimorfismos (que aparecen en el criterio de
exclusién nimero 1); asi como el hecho de que,
en el consentimiento informado del estudio
referido, aceptaron que sus muestras podrian ser
utilizadas en investigaciones futuras.
Fueron identificados los alelos de cada
polimorfismo segun se describe:
- Alelo T, cuando existia el polimorfismo T352C
del gen RVD, en caso contrario se considerd el
alelo t.
- Alelo A, cuando se identificéd el polimorfismo
A16974C del gen IL-12p40, alelo C, cuando no
estuvo presente.
Se tuvieron en cuenta las siguientes variables:
- Genotipo relacionado con el polimorfismo
T352C del gen RVD
e TT u homocigético para el polimorfismo:
cuando solo presenté el alelo T
e tt 0 negativo: si aparecié Unicamente el
alelot
e Tt o heterocigdtico: si se detectaron
ambos alelos.
- Genotipo relacionado con el polimorfismo
A16974C del gen IL-12p40
e AA u homocigdtico para tal polimorfismo:
cuando se observd solo el alelo A
e CC o negativo: si aparecié Unicamente el
alelo C
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e AC o heterocigotico: si se detectaron
ambos alelos.

A todos los casos se les extrajo 10 mL de sangre
periférica, colectada en 250 puL de solucién de
EDTA (56 mg/mL). EIl ADN se obtuvo de los
leucocitos, a través de la técnica de precipitacion
salina.??

Los procederes utilizados para identificar los
polimorfismos T352C y A16974C se basaron en
los métodos de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) descritos por los grupos
liderados por

Taylor y Seegers,
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respectivamente,?>?*  con las  siguientes
condiciones:

Por cada muestra se prepard un volumen total de
reaccion de 25 pulL, compuesto por: ADN
gendmico 100 ng, 0,75 U Tag ADN polimerasa,
0,75 uL de cada cebador descrito en la tabla 1 (10
pM/uL), 2,5uL dNTP (1 mM), 1,5 uL MgCI2 (15
mM), buffer 1X de la enzima Taqg Pol: 2,5 pL vy
H20: volumen suficiente para completar 25 puL
por muestra. De forma comprobatoria, como
control de contaminacion, se utilizé una muestra
"blanco" que contenia todos los reactivos,

excepto el ADN.

Tabla 1. Secuencias de cebadores utilizados en esta investigacion para
las reacciones en cadena de la polimerasa, seqgan el polimarfism o

Polimorfismo Sentido

TaL2C Directo
Rewverso

A16974C Directo
Rewverso

Las amplificaciones se realizaron en un
termociclador MJ Research del siguiente modo:
desnaturalizacién primaria (10 min a 94 2C),
seguida de 30 ciclos de: desnaturalizacion (30 s a
94 (), hibridacion (30 s a 65 2C) y elongacién: 30
s a 72 oC. Extension final 72 °C por 10 minutos.

A fin de comprobar cada amplificacién, se hizo
una corrida electroforética en gel de agarosa a 2
%, teflidos con bromuro de etidio y buffer TBE 0,5
X, a voltaje fijo de 250 V. Los fragmentos
obtenidos fueron de 740 pares de bases (pb) y
1046 pb, de acuerdo correspondieran a los genes

RVD y IL-12p40, respectivamente.

Secuencia

B - CAG-AGC-ATG-GAC-AGG-GAG-CAA-3
B -G CA-ACT-CCT-CAT-GGC-TGA-GGET-CTC-3"
B A TT-TGGE-AGG-AAA-AGT-GEA-AGA-T

B -AAT-TTC-ATG-TCC-TTA-GCC-ATA-3'

Estos se sometieron a digestién con la enzima de
restriccion Tag | bajo las condiciones del
fabricante, que recomiendan que se utilice: 10 ul
del producto de la PCR, 2 ul (20U) de la enzima
Taq |, 3.5 ul del buffer By 19.5 pl de H20.

La incubacidn se llevd a cabo a 65°C durante toda
la noche.

Al producto del proceder anterior se sometié a
una corrida en gel de agarosa a 2% durante 30
minutos a 250 volts. Los genotipos que se
obtuvieron, relacionados con los polimorfismos,
fueron:
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- Para el polimorfismo T352C del gen del receptor
de la vitamina D:

TT (bandas de 495 y 245 pb), Tt (bandas de 495,
290, 245 y 205 pb) y tt (las bandas fueron 290,
245y 205 pb).

- Relativos al polimorfismo A16974C:

Fragmento de 1046 pb integro, se correspondio
con el genotipo homocigético para el alelo A. En
el caso del genotipo homocigético para el aleloC
se observaron dos fragmentos, uno de 906 y otro
de 140 pb y los tres fragmentos (1046, 906 y 140
pb) para el heterocigédtico.

Procesamiento, andlisis, resumen y presentacion
de la informacion:

Las frecuencias de cada alelo fueron calculadas a
partir de los genotipos resultantes de los estudios

RESULTADOS
En el estudio del polimorfismoT352C se
incluyeron 32 casos y 64 controles.
En la Tabla 2 se muestra que las frecuencias
genotipica s relacionadas observadas con el
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por PCR. Para definir que los grupos controles se
encontraban en equilibrio génico de Hardy-
Weinberg (EHW) se utilizé la prueba Chi cuadrado
de Pearson. Este mismo proceder estadistico se
utilizé para relacionar los genotipos de cada
polimorfismo con la enfermedad. El nivel de
significacidn estadistico utilizado fue de a=0,05.
Aspectos Bioéticos

Esta investigacion se suscribid a los acapites de la
Declaracion de Helsinki,?> que establece los
principios éticos para las investigaciones médicas
en seres humanos y cumplié las normas éticas
para la proteccion de la informacidon genética de
los ciudadanos cubanos.?® Fue aprobada por el
Comité de Etica de la Investigacién del Centro
Nacional de Genética Médica.

polimorfismo  T352C en  controles, se
corresponden con las esperadas, segun la Ley de
Hardy Weinberg.

Tabla 2. Frecuencias genotipicas relacionadas con el polimorfismao T352C en contrales

Genotipos Mamero de | Frecuencia

individuos genotipica
observados | Observada
(n=64)
TT 27 0.4z
Tt 28 0,44
it =] 0.14

Miamero de Frecuencia
individuos genotipica
esperados genotipicas
{Equilibrio Esperada
HW) {Equilibrio HW )

26 0.41

30 0.46

g 0.13

Chi cuadrado = 0,317538  MN.5

En la Tabla 3 se observan los genotipos
relacionados al polimorfismo T352C en pacientes
con LL y controles. Aunque el genotipo TT
(homocigodtico para este polimorfismo) fue el mas

encontrado en los casos, no tuvo una diferencia
notoria con el hallado en los controles.
(p=.785785 Chi cuadrado = 0.675101).
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Tabla 3. Genotipos relacionados con el polimorfismo T352C
en casos y contrales

Genotipos Casos (n=32) Controles {(n=64)
Mo. ] MNo. T

1T 158 45,9 27 42,2

Tt 14 43,7 28 43,7

tt 3 9,4 9 14,1

Chi cuadrado = 0.675101 M.S

Para el polimorfismo A16974C del gen IL-12p40, esperadas, para los genotipos relacionados con
el grupo de casos estuvo constituido por 44, al este polimorfismo en el grupo control,
igual que el de los controles. cumpliendo de este modo el equilibrio de Hardy
En la Tabla 4 se nota que las frecuencias Weinberg.

observadas se correspondieron con las

Tabla 4. Frecuencias genotipicas relacionadas con el polimorfismo
416974C en el grupo control

Genotipos Namero de Frecuencia Namero de Frecuencia
individuos genotipica individuos genotipica
observados Observada esperados Esperada
(n=d4) {Equilibrio {Equilibrio
HW) HW)
A4 22 0.5 21 0.49
AC 12 0.41 19 0.42
CC 4 0.09 4 0.00
Chi cuadrado = 0,749 M.S5
En la Tabla 5 se muestran los genotipos, tanto en se presentd en mayor proporcion en ambos
casos como en controles, para el polimorfismo grupos, mientras el CC fue el menos frecuente,
A16974C, obsérvese que el genotipo AA u tanto en los pacientes como en los controles.

homocigético para este polimorfismo fue el que
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Tabla 5. Genotipos relacionados al palimorfismo A16974C
Eh casos y confroles

ISSN 1729-519X

Genotipos

Mo.
Ag 26
AC 15
CC 3

Casos {n=44)

Controles {n=<)

] No. ]
£9.09 22 L£o.oo
24.09 12 40.91
G.82 4 0.09

Chi cuadrado = 0.613 HN.S

Al aplicar la prueba Chi cuadrado, no se aprecia una diferencia estadisticamente significativa.

DISCUSION
Los analisis de asociacién alélica, tal como el que
presentamos, permiten identificar variantes
genéticas o polimorfismos relacionados con
enfermedades que no muestran un patrén de
herencia mendeliano, incluidas las infecciosas.
Tienen una base poblacional, y se realizan a
través de estudios de casos y controles. Sus
resultados se corresponden con la composicidon
genética de la poblacién donde se realizd, y solo
son aplicables en ella.”
Esta es wuna investigacion con resultados
negativos, en que en los pacientes estudiados los
polimorfismos T352C del gen del receptor de la
vitamina D y el A16974C del gen IL-12p40, no
representaron un factor de predisposicién para la
lepra lepromatosa.
Los grupos controles, de ambos estudios,
cumplen con los criterios de otros investigadores,
al ser personas del mismo pais sin la enfermedad,
en su forma lepromatosa.?’-?°
El hecho de que los controles se encontraban en
EHW, para los polimorfismos en cuestién, es un
dato clave en una investigacion de tipo caso-

control, de estrategia poblacional de Ia

Epidemiologia Genética, tal como la desarrollada,
y sirve para evaluar la calidad del estudio.3%3? Sj
los controles no hubiesen estado en EHW para los
polimorfismos a estudiar, hubiese sugerido que
ocurrié una estratificaciéon de la poblacién o un
error de genotipificacion.3°

En relacion con el polimorfismo T352C, hay
autores que han descrito en sus estudios una
mayor frecuencia tanto del genotipo TT, en los
pacientes con LL, y han demostrado un evidente
nexo de este polimorfismo con la LL, con lo cual
sugieren que este polimorfismo permite
identificar el mayor riesgo de enfermar por lepra.
Asi se describid en el estudio realizado en
Culiacdn, México, por Velarde y colaboradores,
en un grupo de 71 pacientes y 144 controles.®
Sin embargo, los resultados de esta investigacion
difieren, lo que puede estar relacionado con que
la muestra estudiada fue menor o la composicion
de unay otra poblacidon sean distintas.

En un estudio realizado en Brasil de 102 pacientes
y 68 controles no consanguineos, se evidencié no
asociacién  entre  este

existir  ninguna

polimorfismo y la susceptibilidad a enfermar de
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lepra, lo que coincide con los hallados en esta
investigacion.3?

Los hallazgos, relativos al polimorfismo A16974C,
coinciden con los encontrados por Morahan y
colaboradores que concluyeron que no existia
asociacion del polimorfismo A16974C del gen IL-
12p40 con la enfermedad.?’

Sin embargo, otros autores han observado
resultados que difieren a los que acd se
presentan. En un estudio realizado en la India,
donde se incluyeron un total de 2 345 individuos,
el polimorfismo A16974C del gen IL-12p40 se
mostré en asociacidon con la lepra; y se halld
ademads que el riesgo se incrementaba cuando se
presentaba junto a otros factores genéticos.28
Este resultado fue similar a otro realizado en el
Sudeste asiatico en el que se examinaron
muestras de ADN de 347 individuos.?’

Esta investigacion puede tener limitaciones que
expliquen las diferencias observadas con otros

CONCLUSIONES
Los polimorfismos T352C y A16974Cno son
utilidad como factor de riesgo predisponente en
el grupo de pacientes cubanos con lepra
lepromatosa estudiados. Se impone la busqueda
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