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RESUMEN

La susceptibilidad genética a TbP se ha asociado a algunos genes
candidatos y a los antigenos del sistema HLA (Antigenos de los Leucocitos
Humanos) del Complejo Mayor de Histocompatibilidad. La poblacién de la UMF
No. 28 del IMSS tiene una alta incidencia de tuberculosis pulmonar (TbP). Se
planted la siguiente hipotesis: en la poblacion de la UMF No. 28 existe asociacion
entre la susceptibilidad a TbP y la presencia de antigenos HLA-DR y -DQ. El
objetivo fue determinar la asociacion entre los antigenos HLA-DR y -DQ con TbP
en poblacion del IMSS. Los fenotipos HLA de los grupos “enfermos con
tuberculosis” (n=50; E) y “testigos sanos” (n=417; TS), fueron definidos
serologicamente por la prueba de microlinfocitotoxicidad dependiente de
complemento. El andlisis de la estructura genética se llevé a cabo por medio del
programa Arlequin version 2.0. e incluy6: 1) la prueba exacta del equilibrio de
Hardy-Weinberg, 2) la prueba de desequilibrio de ligamiento, 3) el algoritmo
maximizado de expectacion para haplotipos y distancias genéticas (FsT por pares).
Para determinar el riesgo relativo se utiliz6 el programa Episode, el nivel de
significancia fue <0.05. Resultados: 1) en el grupo E, se encontraron
incrementados los alelos HLA-DR11(5), -DR16(2), y —DQ7(3) y los haplotipos
HLA: /DR11(5)-DQ7(3), /DR14(6)-DQ5(1), /DR16(2)-DQ5(1), /DR16(2)-DQ6(1),
/IDR16(2)-DQ7(3), y /IDR4-DQ4, 2) en el grupo TS, se encontraron incrementados
los alelos HLA-DR17(3) y DQ8, y el haplotipo /DR4-DQ8, y 3) Un valor de FsT1 de
0.01152 (P = 0.00901). Los alelos y haplotipos incrementados en ambos grupos
sugieren: a) en el grupo E una posible asociacion positiva de antigenos HLA con
TbP y por tanto, una alta susceptibilidad a TbP, b) en el grupo TS una posible
asociacion negativa o proteccion contra TbP, c) el valor de Fst indica que ambas
poblaciones tienen diferente estructura genética. Con el banco de DNA formado,
se pretende ampliar este estudio en basqueda de los alelos y haplotipos asociados
a TbP a nivel molecular y posibles genes candidatos tanto a susceptibilidad como

a resistencia a ThP.



ABSTRACT

The genetic susceptibility to pulmonary tuberculosis (PTb) has been associated to
several candidate genes and to the HLA (human leukocyte antigen) system of the
MHC (major histocompatibility complex). Population from UMF number 28 of the
IMSS has a high incidence of PTh. It was considered the following hypothesis: in
the population of UMF number 28, association between the susceptibility to PTb
and the presence of antigens HLA-DR and - DQ exists. The aim of this study was
to determine the association between antigens HLA-DR and -DQ with PTb in
population from the IMSS. Phenotypes HLA from the population "with tuberculosis”
(n=50; E) and "healthy controls" (n=417; TS), were defined serologically by
complement dependent microlymphocytotoxic assay. The genetic structure was
determined by Arlequin version 2.0 computer program. The analysis included: 1)
the exact test of Hardy-Weinberg equilibrium, 2) linkage disequilibria test and 3)
the maximized algorithm of expectation for haplotypes and genetic distance (FST
by pairs). Episode program was used to determine the relative risk. The
significance level was <0.05. Results: 1) in E group, alleles HLA-DR11(5), -
DR16(2), and —DQ7(3), and haplotypes HLA: /DR11(5)-DQ7(3), /DR14(6)-DQ5(1),
/IDR16(2)-DQ5(1), /DR16(2)-DQ6(1), /DR16(2)-DQ7(3), and /DR4-DQ4, were
increased, 2) in TS group alleles HLA-DR17(3) and DQ8, and the haplotype /DR4-
DQ8, were increased, and 3) A Fst value of 0.01152 (P = 0.00901). Alleles and
haplotypes increased in both groups suggest: a) for the E group, a possible
positive association of HLA antigens with PTb and therefore, a high susceptibility to
PTb in this group, b) for the TS group, a possible negative association or protection
against PThb, c) the FsT value indicates that both populations have different genetic
structure. With the formed bank of DNA, it is tried to extend this study in searching
for both, the alleles and haplotypes associated to PTb at molecular level, and

possible candidate genes to susceptibility and to resistance to PTh.



[. INTRODUCCION

La tuberculosis pulmonar es una enfermedad infecciosa multifactorial
causada principalmente por especies que conforman el complejo tuberculosis:
Mycobacterium tuberculosis, M. bovis, M. africanum y M. microti. Es altamente
incapacitante y contagiosa. De acuerdo con Mandell et al. (1991), se ha estimado
gue cada paciente bacilifero es capaz de infectar en el lapso de dos afios a otras
10 6 20 personas. Por otro lado, con la creciente epidemia de SIDA, enfermedad
que contribuye a una diseminacion méas rapida de la tuberculosis en algunas
comunidades (WHO, 1996), ésta se convierte en un problema de salud mas

grande para nuestra comunidad.

A partir de 1985, la incidencia de tuberculosis pulmonar ha aumentado
considerablemente en los paises industrializados. La OMS ha considerado a la
tuberculosis como una enfermedad infecciosa emergente. En nuestro pais, se han
presentado tasas mas altas de mortalidad por TbP desde 1975, afio en que fue

una de las diez mas altas en el mundo.

A nivel local, la poblacion del Area Metropolitana de Monterrey (AMM)
también se ha visto afectada por este problema de salud. La situacion de la
poblacion de la UMF No. 28, ubicada en el noroeste del AMM, con respecto a la
tuberculosis pulmonar es ciertamente importante, ya que solo el 28.30% de los
pacientes que recibieron tratamiento acortado fueron egresados por curacion
dentro de los primeros seis meses de tratamiento. Por otro lado, el 11% de los

pacientes que si se curan, presentan recaidas en un periodo inferior a 12 meses.

Los antigenos HLA-DR y -DQ han sido asociados a susceptibilidad a
tuberculosis pulmonar. La frecuencia de estos antigenos puede variar de una
poblacién a otra; esto posiblemente se debe a diferencias en su estructura

genética. Por esto, los estudios de asociacion de los antigenos HLA con la



susceptibilidad a tuberculosis pulmonar deben ser efectuados en varias
poblaciones del mundo.

Existe muy escasa informacion sobre la asociacion de los antigenos HLA
con tuberculosis pulmonar en poblacién mexicana, sélo una de las investigaciones
se llevé a cabo tomando en cuenta los antigenos HLA clase Il (Teran-Escandon,
1999). En particular, en la poblacion del AMM no se ha realizado este tipo de

estudios.

Algunos o todos los antigenos HLA-DR y -DQ que han sido asociados con
la susceptibilidad a desarrollar tuberculosis pulmonar activa en otras poblaciones,
podrian estar presentes en una alta frecuencia en la poblacion con tuberculosis
pulmonar que acude a consulta en la UMF No. 28. Mediante este trabajo sera
posible corroborar la asociacion de estos antigenos con la tuberculosis pulmonar

en nuestra poblacion.

Una vez definida dicha asociacion, seria posible establecer mas
apropiadamente una terapia antifimica individual en aquellos portadores de

antigenos HLA asociados a una alta susceptibilidad a tuberculosis.

Con estos datos también se podria establecer mejor el pronéstico sobre el
curso de la enfermedad en los pacientes bajo tratamiento antifimico. La deteccion
de marcadores de susceptibilidad a tuberculosis pulmonar seria util en la Medicina
Preventiva de la tuberculosis. Permitiria identificar a personas sanas positivas para
antigenos HLA asociados a una alta susceptibilidad, sobre todo en los contactos
familiares, quienes estan en alto riesgo de contraer la enfermedad y asi tomar las

medidas preventivas apropiadas para evitar el contagio.

En el Centro de Investigacion Biomédica del Noreste, se integré un equipo
multidisciplinario para el estudio de la tuberculosis, bajo la direccion del Dr.
Salvador Said Fernandez. Se diseiid6 un megaproyecto en el que se ha


http://research.bmn.com/medline/search/results?keyword_field=au&keywords=Teran_Escandon_D

contemplado estudiar la problematica de la tuberculosis de una manera integral
para un mejor conocimiento de su fisiopatologia y epidemiologia.

Este trabajo contribuye a un mayor conocimiento de la fisiopatologia de la
tuberculosis y por lo tanto, a una mayor posibilidad de control epidemioldgico de la
misma, en beneficio de los pacientes con TbP y del IMSS y de los institutos de

salud para reducir el costo social y econdmico que representa esta enfermedad.

El presente trabajo forma parte del mencionado proyecto. Se llevd a cabo
en la Unidad de Medicina Familiar No. 28 del IMSS, cuya poblacion
derechohabiente tiene una de las tasas mas altas de morbilidad por tuberculosis
pulmonar dentro de la poblacién del AMM. Se cont6 con el invaluable apoyo del
personal médico y de enfermeria del departamento de Medicina Preventiva de la
UMF No. 28, de los pacientes con tuberculosis que aceptaron participar en el
estudio, asi como del Laboratorio de Histocompatibilidad del Hospital de
Especialidades No. 25 del IMSS.



II. ANTECEDENTES

2.1 Tuberculosis pulmonar

2.1.1 Definicién

La tuberculosis (Th) es una infeccidn bacteriana de curso subagudo o
cronico, cuyos principales agentes causales son especies que conforman el
complejo tuberculosis: Mycobacterium tuberculosis, M. bovis, M. africanum y M.
microti. Los pulmones son especialmente susceptibles a la tuberculosis, pero la
infeccion puede afectar cualquier otro érgano, como rifiones, huesos, ganglios

linfaticos y cerebro (Rossman y Mac Gregor, 1994).

La tuberculosis pulmonar (TbP) causada por micobacterias del complejo de
la tuberculosis, debe diferenciarse por estudios bacteriolégicos de otras
enfermedades infecciosas pulmonares indistinguibles clinicamente de Ila
tuberculosis, como la nocardiosis pulmonar, asi como las producidas por otras
micobacterias, conocidas como MOTT, por sus siglas en Inglés “mycobacteria
other than tuberculosis®, tales como M. avium, M. kansasii, M. szulgai y M.

intracellulare (Rossman y Mac Gregor, 1994).

2.1.2. Historia natural de la tuberculosis pulmonar

La TbP es una enfermedad multifactorial, cuyo desarrollo e historia natural
resulta de la interaccion de factores ambientales y genéticos. Las personas
infectadas con tuberculosis no necesariamente desarrollaran la enfermedad
(Bloom y Murray, 1992).

En algun tiempo después del nacimiento, un individuo puede ser infectado
con M. tuberculosis por primera vez. Esta infeccidbn primaria usualmente es

adquirida por via aerogena de alguien que padece tuberculosis pulmonar activa



(Smith y Moss, 1994). Al suceder esta infeccion, el sistema inmune aisla al agente
causal con una gruesa cubierta cerosa, que luego se calcifica. Asi, las
micobacterias pueden permanecer viables por muchos afios (Chan y Kaufmann,
1994).

Smith y Moss (1994), indican que la enfermedad se desarrolla en un
individuo como una consecuencia de uno de tres procesos: a) progresion de la
infeccion primaria, b) reinfeccion exdégena (adquiriendo una nueva infeccion de
otro individuo infectado) o c) reactivaciéon enddégena (activacion de una infeccién

anterior en estado latente).

Cuando el sistema inmune se deprime, como sucede en edad avanzada,
asi como en enfermos infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH), las oportunidades de desarrollar la enfermedad son especialmente grandes,
ya sea por reactivacion enddgena o por reinfeccién exdégena (Smith y Moss, 1994).
La infeccién por VIH es, hasta nuestros dias, el riesgo mas fuerte para el

desarrollo de la tuberculosis (Lucas y Nelson, 1994).

La Tb también ha sido asociada al alcoholismo, insuficiencia renal crénica,

diabetes mellitus, enfermedades neoplasicas y abuso de drogas (Hopewell, 1994).

Con el uso de técnicas convencionales, es dificil distinguir entre una
reactivacion y una reinfeccién, pero hoy en dia con el desarrollo de las técnicas
moleculares es posible determinar cuando se trata de una infeccidon nueva o la

reactivacion de una vieja (Smith y Moss, 1994).

Algunos sintomas de la TbP, ademas de tos, dolor pleuritico, respiraciones
cortas, no son especificamente relacionados al 6rgano o tejido involucrado, sino
gue son sistémicos en naturaleza o son remotos del sitio de la enfermedad,

incluyendo fiebre, malestar pérdida de apetito y pérdida de peso (Hopewell, 1994).



Debido a la disponibilidad de tratamientos efectivos contra la tuberculosis
es dificil realizar estudios de seguimiento a partir del inicio de los sintomas de la
enfermedad para estudiar su historia natural. Estudios realizados en Gran Bretafia
y en India antes de la quimioterapia, presentaron resultados similares: cerca del
50% de los pacientes con esputo positivo para bacilos acido alcohol resistentes
(BAAR) murieron dentro de los cinco afios de establecido el diagndstico, 30% se

auto curaron y el restante 20% permanecieron vivos (Smith y Moss, 1994).

Actualmente las tasas de muerte en los paises en desarrollo no son tan
altas como se hubiera pensado, gracias al numero de casos que fueron
detectados y tratados apropiadamente (Snider et al., 1994). En areas que no son
endémicas y donde no existen cepas de micobacterias resistentes a
medicamentos de primera eleccion, el 95% de los casos curan con el tratamiento
médico adecuado y oportuno en 6 a 9 meses, y solamente del 3 al 5 % ameritan
cirugia por lesiones residuales (Kumate y Gutiérrez, 1980). Pero en los casos
donde existe un cuadro de inmunosupresion o cuando los pacientes se infectan
con cepas multirresistentes, o la combinacion de ambos factores, el prondstico
puede ser mucho menos favorable, el porcentaje de curacibn mucho menor y el

tiempo de tratamiento considerablemente mas largo (Said-Fernandez et al., 2001).

En el curso de la enfermedad influyen favorablemente el diagnéstico y
tratamiento oportunos y la presencia de cepas susceptibles a los cinco
medicamentos antituberculosos de primera eleccion (estreptomicina, isoniazida,
rifampicina, etambutol, y pirazinamida). Por el contrario, influyen

desfavorablemente los siguientes factores:

a) Inicio del tratamiento especifico cuando la enfermedad ya esta avanzada; en
este caso es importante el tipo, localizacion y extension de las lesiones
(Kumate y Gutiérrez, 1980; Alcaide et al., 1996).

b) Desnutricion y factores intercurrentes como el tabaquismo, alcoholismo,

drogadiccién, hacinamiento, malas condiciones de higiene en la vivienda



(Kumate y Gutiérrez, 1980; Alcaide et al., 1996) y diabetes mellitus (Hopewell,
1994).

c) Presencia de micobacterias resistentes a uno, dos o mas medicamentos; sobre
todo a isoniazida y rifampicina (Mandell et al., 1991).

d) Asociacion con padecimientos infecciosos (sarampién y tos ferina) o con
padecimientos que alteran la inmunidad (SIDA, agammaglobulinemia, linfomas
y tratamiento con esteroides e inmunosupresores) (Mandell et al., 1991),

e) Abandono del tratamiento por parte de los pacientes (Mandell et al., 1991).

f) Resistencia o susceptibilidad inmunoldgica natural, frecuentemente asociada a
condiciones extrinsecas de riesgo (Mandell et al., 1991).

2.1.3 Epidemiologia de la tuberculosis pulmonar

La TbP es una enfermedad contagiosa. Cuando los enfermos con TbP
tosen, estornudan, hablan o escupen, propalan en el aire mindsculas gotas de
saliva o expectoracion conteniendo cada una de 3 a 10 bacilos, las cuales se
difunden en el aire que rodea al enfermo; a estas personas se les conoce como
baciliferas [en inglés llamadas “smear-positive”, en espafiol BAAR+ (o
“baciloscopia positiva”) ya que se observan BAAR en muestras de origen

pulmonar] y sélo ellas son infecciosas (Smith y Moss, 1994).

La tuberculosis se considera un problema mundial de salud publica por su
amplia distribucién, prevalencia y mortalidad. La incidencia mundial de
tuberculosis esta creciendo a razén de 0.4% cada afio, pero esta velocidad es aldn
mayor en el Africa Sub-sahariana y en los paises que formaron la Union Soviética.
En el afio de 2001, un total de 155 paises (representando el 61% de la poblacion
mundial) notificaron a la OMS 2.4 millones de casos nuevos de tuberculosis, de los
cuales 1.2 millones tuvieron BAAR+ en muestras de origen pulmonar. Se estima
gue los 1.2 millones de BAAR+ representan solamente el 32% de la incidencia
estimada (WHODb, Report 2003). Se ha calculado que cerca de la tercera parte de
la poblaciéon mundial es portadora del bacilo de la tuberculosis (1,722 millones),



pero solamente el 10% de las personas infectadas desarrolla la enfermedad. Se
estima que diariamente 23,000 personas desarrollan tuberculosis activa y cerca de
5,000 mueren por esta causa (WHO, 2002). Ademas, cada paciente bacilifero
puede infectar de 10 a 20 personas mas en un periodo de dos afios. (Mandell et
al.,, 1991). La prevalencia mundial estimada de la tuberculosis es de 30 millones
de casos, los cuales en su mayoria son TbP. El 80% de estos casos ocurren en

los paises en vias de desarrollo (Centers for Disease Control, 1993).

En el oeste de Estados Unidos la tuberculosis es una enfermedad que se
presenta en forma creciente en los habitantes pobres de las ciudades, en
particular en las minorias étnicas. Actualmente los grupos etarios mas
susceptibles a desarrollar la enfermedad son los nifios y los ancianos. Algunos
grupos especiales, como drogadictos, pacientes con enfermedad renal terminal,
ancianos residentes en asilos y pacientes con SIDA, presentan una tasa de
morbilidad mucho mayor que el resto de la poblacion general (Mandell et al.,
1991).

En Estados Unidos, la inmigracion poblacional esta contribuyendo a la
dispersion de la tuberculosis (Brudney y Dobkin, 1991). Bloom y Murray (1992)
propusieron que cerca de un cuarto del aumento en la incidencia de tuberculosis
se debe a la transmision del agente causal en hospitales, personas sin hogar,
refugios, prisiones, y otras situaciones de vida comunitaria. Ellos estiman que un

tercio de la tuberculosis es debido a la infeccion por VIH.

La infeccion por bacilos de M. tuberculosis multidrogorresistentes, asi como
la infeccion por VIH esta propiciando la diseminacion de la enfermedad en ambitos
economicos y sociales antes no previstos (World Health Organization, 1996) y en
los que se ha observado que la tasa de progresién de la infeccion pasada o
reciente al estado de enfermedad activa es mas alta y se presenta con mayor

rapidez (Raviglione et al., 1992).



En los ultimos siete afios, en México se han reportado entre 14,000 y 16,000
casos nuevos. Desde 1998 se ha presentado una ligera reduccion. En 2002 se

informo de 14,319 casos nuevos (Epidemiologia, 2003).

La OMS inform6 que México notificé 10,852 casos nuevos de ThP en 1996,
aunque el nimero estimado por esta organizacion es cinco veces mayor (John

Hopkins Center for Tuberculosis Research, 1996).

2.1.4 Diagnéstico Clinico de la tuberculosis pulmonar

Una herramienta para el diagnostico de tuberculosis es la prueba
intradérmica a la tuberculina, efectuada con PPD (por sus siglas en inglés purified
protein derivate of tuberculin), en espafiol DPP (derivado proteinico purificado).
Esta prueba es positiva en la mayoria de la gente que, después de la infeccion
primaria, no desarrolla la enfermedad y se asume que monta una respuesta
inmune efectiva. También es positiva en pacientes con formas leves de
tuberculosis, sin embargo, no es una alternativa de diagnostico en paises que
aplican en forma masiva la vacuna BCG, porque la prueba con DPP resulta
positiva en personas vacunadas. Ademas, es frecuentemente negativa en
pacientes con cuadros muy severos de tuberculosis (von Pirquet, 1908; Kent y
Schwartz, 1967; Howard et al., 1970).

Frecuentemente el diagndstico se establece reuniendo los siguientes

criterios:

1) antecedente epidemioldgico de contacto con enfermo tuberculoso (COMBE
positivo) (Kumate y Gutiérrez, 1980).

2) manifestaciones clinicas sugestivas de la enfermedad: 90% de los pacientes
BAAR+ tienen sintomas objetivos tales como tos, fiebre, pérdida de peso,
expectoracion o hemoptisis (Styblo et al., 1967).

3) lesiones pulmonares detectadas mediante analisis de imagen.



4) observacion directa (baciloscopia) de BAAR en muestras de esputo, jugo
gastrico o lavados laringeo o bronquioalveolar (Kumate y Gutiérrez, 1980).

El diagndstico de certeza de tuberculosis s6lo puede hacerse mediante el
cultivo de M. tuberculosis (Strong y Kubica, 1981). Para el cultivo se utilizan
diversos liquidos corporales y biopsias de tejidos de los pacientes, como fuentes
de micobacterias (Kumate y Gutiérrez, 1980). Actualmente existen métodos
moleculares alternos, como la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis
y Faloona, 1987; Saiki et al., 1985; Saiki et al., 1988) y la cromatografia de liquidos
de alta resolucién (HPLC) (Voet y Voet, 1995) que son tan especificos y sensibles
0 mas que los métodos tradicionales de -cultivo, debido a que reducen
considerablemente el tiempo para obtener los resultados. No obstante, el costo y

requerimientos técnicos han limitado su generalizacion.

2.1.5 Tratamiento

En 1993, la OMS recomendd el DOTS (por sus siglas en inglés: directly
observed therapy, short-course) (De Cock y Chaisson, 1999) conocido por sus
siglas en espafiol como TAES (tratamiento acortado estrictamente supervisado),
como una estrategia de tratamiento para deteccion y cura de la tuberculosis
(Grange y Zumla, 2000).

El TAES combina cinco elementos: compromiso politico, servicios de
microscopia, provision de medicamentos, sistemas de vigilancia y monitoreo y uso
de regimenes altamente eficaces con observacion directa del tratamiento (Pozsik,
1993).

2.1.6 Susceptibilidad y resistencia naturales a la tuberculosis pulmonar

Desde un punto de vista genético, se ha enfatizado que la susceptibilidad
hereditaria y la resistencia del huésped son factores determinantes para que se
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desarrolle o no un cuadro clinico de tuberculosis pulmonar (Lurie, 1964; Comstock,
1978; Hafez et al., 1983).

Uno de los genes relacionados con susceptibilidad o resistencia a
tuberculosis es el locus Bcg/lty/Lsh, el cual ha sido localizado utilizando ratones
transgénicos. Por este modelo se encontré6 que este gen murino determina la
susceptibilidad de cepas endogamicas a la infeccion con parasitos intracelulares
no relacionados, tales como M. bovis, Salmonella typhimurium y Leishmania
donovani. Se han identificado dos alelos designados Bcgs y Becg" (Blackwell, 1989)
para susceptibilidad y resistencia a tuberculosis respectivamente. Una substitucion
Gnica no conservativa del aminoacido glicina por acido aspartico en la posicion
169 correlaciond con el fenotipo Bcg® en 27 cepas endogamicas de raton (Malo et
al., 1994).

Por otro lado, se demostré que los genes Nrampl (Natural Resistance-
associated Macrophage Protein) y el Bcg/lty/Lsh son alélicos (Vidal et al., 1995;
Kishi et al., 1996; Yoshida et al., 1999). Gruenheid y Gros (2000), proponen que la
proteina Nrampl afecta la replicacion microbiana intrafagosomal debido a que
modula el contenido de los cationes divalentes en este organelo y los
transportadores tanto mamiferos como bacterianos pueden competir por el mismo

substrato en el espacio fagosomal.

El gen humano denominado NRAMP1, homdlogo al del ratbn Nrampl, se
localiz6 en el cromosoma 2, banda 2935, aunque no se encontraron mutaciones
equivalentes a la mutacién que confiere susceptibilidad al raton (Blackwell et al.,
1995). Se han identificado cuatro variantes del gen NRAMP1, un microsatélite 5’ al
sitio de iniciacion de la transcripcion, una delecion TGTG en la region 3’ no
traducida (1729+55del4), una transversion G a C en el intrén 4 (469+14G/C) y una
substitucién de aminoacido no conservativa en el codon 543 (D543N). Aquellos
individuos heterocigotos portadores de dos variantes alélicas NRAMP1 estan

sobre representados en poblacidon con tuberculosis, o que demuestra su
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importancia como gen de susceptibilidad en poblaciones humanas (Novartis 217,
1998).

Otro gen que ha sido asociado con susceptibilidad a tuberculosis es el
responsable de la deficiencia de la vitamina D particularmente en la tuberculosis
cutanea (Davies, 1985).

Aunque la susceptibilidad a tuberculosis en poblaciones humanas es debida
a una interaccion compleja de un gran numero de factores genéticos vy
ambientales, es posible identificar en el huésped a los primeros, que conducen a
un riesgo incrementado de padecer la enfermedad, mismos que deberan ser
probados en diferentes poblaciones y en diferentes medio ambientes (Novartis
217, 1998).

Dicha resistencia o susceptibilidad se ha atribuido, entre otras causas, a los
llamados mecanismos efectores de genes de respuesta inmune y factores que
modulan la susceptibilidad genética (McLeod et al., 1995). Los primeros fueron
posteriormente denominados Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH)
(Janeway, 1996).

Siendo la tuberculosis una enfermedad multifactorial, no se puede negar
una predisposicién genética para su desarrollo como infeccién activa. Meyer et al.,
(1998) reconocen que la inmunosupresion y el progreso de la enfermedad parecen
ser controlados por el sistema HLA (por sus siglas en inglés human-leucocyte-
associated) del CMH y en contraste, la resistencia innata a una infeccion

micobacteriana parece ser dependiente de genes no HLA.

2.2 Complejo Mayor de Histocompatibilidad

El sistema inmunitario protege al individuo de la invasion por células

cancerosas, bacterias, virus, hongos, helmintos y otros parasitos. El sistema
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inmunitario debe discriminar entre lo “propio” y lo “extrafio”, lo que se reconoce por

las células T sélo en union con moléculas del CMH (Janeway, 1996).

El CMH comprende una serie de genes cercanamente relacionados cuyos
productos estan comprometidos con la regulacion de la respuesta inmune. Estos
genes son notoriamente polimorficos y son heredados de manera mendeliana de
padres a hijos y son codominantes; lo cual ha permitido que sean usados como
marcadores genéticos en el estudio de las enfermedades, principalmente de
aquellas cuya etiologia tiene un fondo inmunoldgico. El estudio de las frecuencias
génicas del CMH y sus antigenos correspondientes también se han empleado en
la caracterizacion de la estructura genética de algunas poblaciones y en la
seleccion de candidatos para trasplante de 6rganos y tejidos (Acosta-Altamirano,
1992).

El CMH (Fig. 1) se compone de siete loci localizados en el brazo corto del
cromosoma 6 banda p21.3. Estos son A, B, C, DR, DQ, DM y DP los cuales
codifican para las moléculas CMH. Las moléculas CMH y los genes que las
codifican, caen dentro de tres clases: clase I: las A, B, C, también llamadas
moléculas clasicas de histocompatibilidad, clase Il (DR, DQ, DM y DP), y clase llI
(factores del complemento C2 y C4 de la via clasica y el factor B de la via alterna).
Las moléculas del CMH clase 1ll no actian como antigenos de trasplante y no
presentan antigenos a los linfocitos T (Janeway, 1996). Las moléculas A, B, C, DR
y DQ pueden ser detectadas serolégicamente, las moléculas DM y DP son

detectadas por ensayos celulares (Gorodezky, 1997).

Gene structure of the human MHC

| ’;l—l TR |
r o [} LMP/TAP B C A
= H /

Figura 1.- Complejo Mayor de Histocompatibilidad humano
(Janeway, 1996).
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Las moléculas CMH clase | y Il constituyen lo que en el humano se conoce
como sistema HLA, y se pueden distinguir en razén de su estructura, distribucion

tisular y ademas por sus diferentes funciones (Roitt et al., 1998).

Las moléculas HLA clase | (Fig. 2), estan formadas por dos cadenas
polipeptidicas, una cadena o 0 cadena pesada codificada en el CMH y una mas
pequefia asociada no covalentemente, B2-microglobulina, la cual no es codificada
en el CMH. Solo la cadena o estad anclada a la membrana celular. La molécula
tiene cuatro dominios, tres formados por la cadena o (o, o2, a3) y uno por la
cadena f2-microglobulina. Los dominios as y P2-microglobulina tienen una
estructura plegada que semeja la de una inmunoglobulina. El rasgo mas distintivo
de las moléculas CMH es la estructura formada por los dominios o1y o2, las que
generan una hendidura en la superficie de la molécula que es el sitio de unién con
el péptido. Estan presentes en la superficie celular de todas las células nucleadas,
lo que es apropiado para su funcién fisiolégica, ya que estos antigenos son parte
de un mecanismo que permite a los linfocitos T citotéxicos reconocer a cualquier
célula que haya sido infectada por un microorganismo intracelular (Alberts et al.,
1994). Para que un antigeno sea reconocido por un linfocito T CD8+ (en su
mayoria citotoxicos), el antigeno deberd reconocerse en combinacion con una

molécula HLA clase | (Janeway, 1996).

Figura 2.- Moléculas HLA clase |, (Janeway, 1996).
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La fuente de péptidos para las moléculas HLA clase | es la degradacion de
proteinas en el citosol. La digestion de proteinas citosélicas es llevada a cabo por
una estructura formada por varias proteinas llamada proteosoma. El proteosoma
contiene un arreglo de 28 subunidades, para formar una estructura cilindrica que

tiene seis sitios proteoliticos activos (Janeway, 1996).

Los péptidos que resultan de esta digestion se transportan al lumen del
reticulo endoplasmico rugoso, de ahi al aparato de Golgi, donde se ensambla la
B2 microglobulina y el antigeno extrafio con las proteinas CMH tipo |, se forman
vesiculas conteniendo los complejos, las cuales son transportadas hasta la
membrana plasmatica de la célula, para ser presentados. Una vez que el antigeno
se inserta en el surco de la molécula HLA clase I, arriba descrita, este complejo
HLA-antigeno es reconocido por los linfocitos T CD8+ (citotoxicos), y como
consecuencia de ello, si es un antigeno extrafio, esta célula se activa y destruye a

las células infectadas (Alberts et al., 1994).

Asi como los linfocitos T CD8+ reconocen los péptidos so6lo en el contexto
de una molécula clase I, los linfocitos T CD4+ (cooperadores) reconocen los
fragmentos peptidicos (epitopos) solo en el contexto de las moléculas clase Il. La
funcién de estas moléculas es presentar los péptidos antigénicos procesados a los
linfocitos T CD4+, durante la iniciacion de las respuestas inmunitarias. Estas
moléculas tienen distribucion celular limitada, se encuentran predominantemente
en células especializadas, conocidas como presentadoras de antigeno. Estas
células derivan de la médula 6sea y comprenden un heterogéneo grupo de
células, incluyendo células dendriticas en érganos linfoides y células Langerhans

en la piel, asi como células B y macréfagos (Roitt et al., 1998).

Las moléculas HLA clase Il (Fig. 3) consisten de un complejo no covalente
de dos cadenas transmembranales oo y . Su estructura cristalina muestra una
forma plegada muy similar a las HLA clase I. Las mayores diferencias subyacen

en que las terminales de la hendidura en donde se une el péptido, son mas
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abiertas en las moléculas HLA clase Il. La consecuencia de esta estructura es que
las terminales de un determinado péptido ligado a una molécula clase | estan
substancialmente mas hundidas dentro de la molécula, mientras que las
terminales de péptido ligado a una molécula HLA clase Il no lo estan. Los péptidos
que se unen a estas moléculas son de al menos trece aminoacidos de longitud y

pueden ser mucho mas largos (Janeway, 1996).

i

Figura 3.- Moléculas HLA clase Il, (Janeway, 1996).

Mientras que los virus y algunas bacterias se replican en el citosol y son
presentados por moléculas HLA clase |, algunas clases de patdgenos entre los
gue se encuentran las micobacterias, se replican en vesiculas intracelulares, en
macréfagos. Como ellas residen en vesiculas encerradas por una membrana, las
proteinas de esos patdgenos no son accesibles a los proteosomas. En vez de
esto, las proteinas son degradadas en este sitio por proteasas vesiculares
originando fragmentos peptidicos que se unen a las moléculas clase Il para ser

liberadas a la superficie celular (Janeway, 1996).

Mediante este mecanismo se reconocen epitopos de proteinas de
patdgenos intravesiculares, patdgenos extracelulares, toxinas o cualquier otro
material proteico que haya sido endocitado y digerido por células fagociticas

especializadas (Janeway, 1996). Este proceso se lleva a cabo, en términos
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generales, de la siguiente manera: el antigeno integro es endocitado por la célula
presentadora de antigeno y llega al interior de ésta en un endosoma temprano, el
cual madura a medida que se internaliza en la célula. Entonces se torna en
endosoma tardio. En la membrana de este endosoma tardio se insertan moléculas
preensambladas clase Il, las cuales tienen unidas unas proteinas llamadas
cadenas invariantes, las cuales evitan que estos heterodimeros capturen péptidos
en el lumen del reticulo endoplasmico rugoso, y dirigen a las moléculas HLA clase
Il desde la red trans-Golgi al endosoma (donde se encuentra con el antigeno
extracelular). En el fagosoma tardio, el antigeno extracelular puede someterse a
una protedlisis limitada, y algunos fragmentos unirse al heterodimero clase I, ya
libre de la cadena invariante, dirigirse en una vesicula a la membrana plasmatica y
ensamblarse en ésta, o ser degradado completamente en un lisosoma. En el
primer caso, al entrar en contacto el heterodimero clase Il con el epitopo, el
heterodimero inmediatamente lo captura y lo fija en el canal que forman sus
dominios a1y B1. Como antes comentamos, estos complejos son reconocidos por
los linfocitos T CD4*. Para que estos linfocitos se activen se requieren dos tipos de
seflales: La sefial uno es el complejo formado por el antigeno de
histocompatibilidad clase Il que tiene unido al antigeno extracelular (arriba
descrito), el cual activa un receptor constituido por una serie de proteinas
invariantes llamado complejo CD3. Se piensa que este complejo activa una serie
de tirosina-quinasas, entre ellas la proteina Fyn (que forma parte del complejo
CD3) y otras proteinas, entre ellas una fosfolipasa C vy, que a su vez activa la ruta
de sefializacion del inositol especifico en la superficie del linfocito T CD4*. La
segunda sefal puede ser una sefial secretada, por ejemplo interleucina-1 (IL-1) o
la proteina B7, unida a la superficie de la célula presentadora de antigeno. B7 es
reconocida por el co-receptor CD28 presente en el linfocito cooperador. Si esta
presente la sefial 1, pero no la 2, la célula cooperadora puede quedar inactivada.
En cambio, si el linfocito T CD4* recibe ambas sefiales, entonces éste se activa,
se inicia una proliferacion clonal y se secretan una variedad de interleucinas. Una
vez que el linfocito T CD4* ha sido estimulado por el antigeno, otra serie de

proteinas son reclutadas para incrementar la fuerza de unidn entre la célula
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cooperadora o los linfocitos T CD4* y la célula blanco. Por otro lado, los
macréfagos son activados por efecto de las interleucinas de los linfocitos T CD4*
activados. Entre las linfocinas que activan los macréfagos se encuentran las
interleucinas 4 y 10, el interferon y (INF-y) y el factor de necrosis tumoral o (TNF-
a). Los macrofagos activados son capaces de reconocer y destruir otras células
que presenten en su superficie los mismos epitopos que desencadenaron la
respuesta inmune celular y excretar citocinas, como IL-1, ademas de
intermediarios de oxigeno (Ej. H202) y nitrégeno reactivos [Ej. 6xido nitrico (NO)]
(Janeway et al., 1997).

Un comité internacional de expertos (WHO nomenclature committee for
factors of the HLA system) es el responsable de poner al dia la descripcion de la
organizaciéon y la nomenclatura del sistema HLA. Los grupos de antigenos
reconocidos por este comité son HLA-A, -B, -C, -DR, -DQ, y —-DP. Para las
moléculas HLA, éstos se denominan por el locus (HLA-A, -B, -C), o subregion para
clase Il (HLA-DR, -DQ y —DP), lo que determina la especificidad antigénica, y un
ndmero. Los antigenos publicos son determinantes comunes a diversas
moléculas, por ejemplo: DR51 es el antigeno publico del DR2, a su vez, del DR2
se derivan dos subtipos: el DR15(2) y el DR16(2), lo que se indica con los
ndameros entre paréntesis. Las variantes alélicas a nivel molecular, se especifican
anotando la cadena molecular donde se encuentra el polimorfismo y un nimero
que corresponde al alelo respectivo y el nimero de la variante: DR16(2)

(orB1*1602).(BOodmer et al., 1997).
2.2.1 Asociacién HLA-enfermedad

La asociacion del HLA con alguna enfermedad se establece cuando la
presencia de un antigeno HLA es necesaria para la expresion fenotipica de ese

gen de susceptibilidad a la enfermedad, lo que no indica necesariamente
ligamiento genético (Janeway, 1996).
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Cuando un individuo tiene algun antigeno HLA en particular, asociado
estadisticamente a una patologia, tiene un riesgo mayor a padecerla que la
poblacién general. En base a que las moléculas HLA son receptores de agentes
etiologicos, tales como virus, toxinas u otras sustancias extrafias y el HLA es
selectivo para péptidos antigénicos, se han propuesto varias hipotesis para
explicar las asociaciones de HLA y enfermedad (Janeway, 1996):

a) los agentes causales mimetizan las moléculas HLA, por lo que el agente
etiolégico se aprecia como propio y no se monta respuesta inmunitaria, y el
agente causal produce la enfermedad sin interferencia con la respuesta
inmunitaria del receptor.

b) el agente causal se designa como ajeno y se monta una respuesta inmunitaria
vigorosa contra el agente etiolégico semejante al HLA propio. La respuesta
inmunitaria se dirige contra el antigeno HLA, y es esta respuesta
“autoinmunitaria” la que produce la enfermedad. Este caso se debe a la
similitud del agente y el antigeno HLA.

c) la expresion de las moléculas del CMH clase Il es aberrante. Si las células
tejido-especificas son inducidas a expresar moléculas clase I, cuando se
degradan, pueden llevar a un “procesamiento antigénico”’, formando un
complejo antigénico iniciando la respuesta inmunitaria contra la molécula

tejido-especifica.

La asociacion de una enfermedad en particular con un antigeno HLA se
cuantifica mediante el céalculo del riesgo relativo (RR), que se define como la
probabilidad de desarrollar la enfermedad cuando el individuo tiene el antigeno
HLA asociado con enfermedad, en comparacion con un individuo que carece de

tal antigeno (Janeway, 1996), utilizando la siguiente ecuacion:

Probabilidad de que un individuo tenga la enfermedad | HLA
RR =

Probabilidad de que un individuo tenga la enfermedad | No HLA
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Se ha demostrado la participacion del sistema HLA en algunas
enfermedades reumatoldgicas, entre ellas la fiebre reumatica en donde se han
encontrado antigenos diferentes incrementados para cada poblacion, y el HLA-A3
en familias mexicanas con nifios afectados de cardiopatia reumatica en la forma

aguda (Rodriguez-Suarez, 1994).

Otras enfermedades autoinmunes que han sido asociadas a HLA (Lechler,
1994): enfermedad celiaca (B8, DR3, DQw2), diabetes insulina-dependiente
(DR3,4 DQw7/8), esclerosis multiple (DRw15, DQw6; en caucasicos) y sindrome
de Goodpasture (DRw15, DQw6). De acuerdo con Gorodezky (1994), la lepra,
causada por M. leprae también ha sido asociada a HLA (DR2 y DR3).

2.2.2 Asociacion HLA-tuberculosis

El genotipo HLA ha sido asociado con la susceptibilidad a la tuberculosis
pulmonar.

La asociacion de HLA con riesgo de padecer TbP, se conoce como
asociacion positiva. Por el contrario, la asociacion de antigenos HLA con
resistencia o proteccion contra TbP, se conoce como asociacion negativa (Meyer
et al., 1998).

Se ha detectado asociacion positiva entre tuberculosis y varios antigenos
HLA clase | en diferentes poblaciones humanas, pero estos han variado de una
poblacién a otra (Chukanova et al., 1995; Hafez et al., 1992; Knoring et al., 1995;
Dovgaliuk et al., 1995). En cambio, los isotipos HLA-DR y —DQ han presentado
una mayor consistencia, lo que sugiere una mayor especificidad en la asociacion.
Bothamley et al., (1989) y Bothamley y Schreuder (1992), proponen que el
mecanismo de la asociacién positiva con respecto a DR15(2) es una similitud de
esta molécula con una proteina de 38kDa de M. tuberculosis, lo que conduce a la
probable aceptacion de los antigenos como propios y a la multiplicacion irrestricta
de la micobacteria, dando lugar a formas severas (Rani et al., 1992).
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En diferentes poblaciones de Rusia, se asocié al antigeno HLA-DR2 con
TbP (Chukanova et al., 1995; Khomenko et al., 1990) y con formas severas de
esta enfermedad (Fedoseeva et al., 1993). En nifios, la presencia de los antigenos
HLA-DR2 y DR5 se relacioné con un factor de riesgo 5-9 veces mayor que en los
nifios no portadores de dichos antigenos (Dovgaliuk et al., 1995). La ocurrencia de
DR2 en poblacion de la India (Brahmajothi et al., 1991), de Indonesia (Singh et al.,
1983; Singh et al., 1983, Bothamley et al., 1989) y en poblacién China (Mehra et
al., 1986) sugiere su asociacién con la susceptibilidad a esta enfermedad. P.
Selvaraj demostré que los genes/productos génicos de HLA-DR2 pueden estar
asociados con un papel regulatorio en el mecanismo de enfermedad en la

susceptibilidad a tuberculosis (citado por Sriram, 2001).

En una poblacién de Indonesia se encontré6 asociacion entre una mayor
respuesta a la tuberculina en los pacientes positivos para el antigeno HLA-DR15(2)

gue en los pacientes negativos a este antigeno (Bothamley et al., 1995).

Asi también en poblacion de la India, ademéas de asociar a DR15(2), con
susceptibilidad a tuberculosis pulmonar [DR15(2) (prB1*1501, DRB1*1502) (Mehra et al.,
1991), DR15(2) (prei*1501) (Mehra et al., 1995; Ravikumar et al., 1999)], se
encontré un alto factor de riesgo para desarrollar formas severas de resistencia a
medicamentos antituberculosos, en aquellos pacientes con dos alelos del antigeno
HLA-DR15(2) (prBi*1501 y DRB1*1502), (Rajalingam et al., 1996). En poblacién
mexicana también ha sido asociado el antigeno HLA-DR15 (DR15(2) (DrRB1*1501)) CON

susceptibilidad a tuberculosis pulmonar (Teran-Escandon et al., 1999).

Otro subtipo de HLA-DR2, DR16(2), fue asociado positivamente a
tuberculosis en poblacion de la India (HLA-DR16(2) (prei*1602)), (Mehra et al.,
1991) y en poblacion de Polonia (Dubaniewicz, 2000). En poblacion del Sur de
China, este mismo alelo se correlacioné cercanamente a la incidencia de TbP, o

se piensa que estéa ligado a genes susceptibles funcionales (Liu et al., 2004).
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Respecto a los antigenos HLA-DQ, algunos de ellos han sido asociados
positivamente a tuberculosis en poblacién Asiética de la India, como es el HLA-
DQ5(1)(pqe1*0502) (Mehra et al., 1991) y HLA-DQG6(1)(pqB1*0601) (Mehra et al., 1995,
Ravikumar et al., 1999), ambos alelos en asociacién con HLA-DR15(2). Goldfeld et
al., (1998), encontraron a HLA-DQ5(1)qB1*0503)) asociado al desarrollo de
tuberculosis clinica en poblacion Camboyana. En poblacion mexicana ha sido
encontrado DQ5(1)(pqe1*0501) asociado a tuberculosis (Teran-Escandon et al.,
1999).

A nivel de haplotipo, s6lo ha sido informado uno como asociado a
tuberculosis: /DR15(2)-DQ6(1)(/pre1*1501-DQB1*0601) (Mehra et al., 1995, Ravikumar
et al., 1999).

En cuanto a la relacién entre raza y susceptibilidad a tuberculosis, estudios
epidemioldgicos indican que la poblaciéon negra puede ser mas susceptible que la
blanca a la infeccion por M. tuberculosis. Se ha sugerido que esto esta relacionado
con la expresién de los antigenos clase Il HLA-DR en los leucocitos de la
poblacion de raza negra (McPeek et al., 1992). Estos hallazgos, junto con la
incidencia incrementada de tuberculosis entre ciertos grupos étnicos, demuestran
gue hay un componente genético en la susceptibilidad a esta enfermedad (Hafez
et al., 1992).

Se ha informado asociacion negativa de antigenos HLA-DR y —DQ con
TbP: DR6 en poblaciéon de la India (Singh et al., 1983), DR3 en poblacién
mexicana (Cox et al., 1988) y DQ3 en poblaciéon Indonesia (Bothamley et al.,
1989). Se ha sugerido que la expresion de los alelos DR1 y DR13, puede ser
asociada con un efecto antagonista en la patogénesis de tuberculosis pulmonar en
poblacién China (Liu et al., 2004).

En resumen, los antigenos HLA-DR y -DQ que han sido involucrados en la

patogénesis de la tuberculosis pulmonar, se presentan en el cuadro 1.
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Cuadro 1.- Asociacion de TbhP con algunos antigenos HLA-DR y —DQ y haplotipos

HLA-DR/-DQ en diferentes poblaciones del mundo.

Antigeno/Haplotipo HLA Tipo de Poblacion Referencia
Asociado a TbP asociacion
DR1 Negativa China (Liu et al., 2004)
DR2 Positiva Rusa (Chukanova et al., 1995;
Khomenko et al., 1990;
Fedoseeva et al., 1993;
Dovgaliuk et al., 1995)
DR2 Positiva India (Brahmajothi et al., 1991)
DR2 Positiva Indonesia (Singh et al., 1983;
Singh et al., 1983;
Bothamley et al., 1989)
DR2 Positiva China (Mehra et al., 1986)
DR3 Negativa Mexicana (Cox et al., 1988).
DR5 Positiva Rusa (Dovgaliuk et al., 1995)
DR6 Negativa India (Singh et al., 1983)
DR13 Negativa China (Liu et al., 2004)
DR15(2) Positiva Indonesia (Bothamley et al., 1995)
DR15(2) (DRB1*1501) Positiva India (Mehra et al., 1991; Mehra et al., 1995;
Ravikumar et al., 1999)
DR15(2) (DRB1*1502) Positiva (Rajalingam et al., 1996)
DR15(2) (DRB1*1501) Positiva México (Teran-Escandon et al., 1999)
DR16(2) (DRB1*1602) Positiva India (Mehra et al., 1991)
DR16(2) Positiva Polonia (Dubaniewicz, 2000)
DR16(2) Positiva China (Liu et al., 2004)
DQ3 Negativa Indonesia (Bothamley et al., 1989)
DQ5(1) (pQB1*0502) Positiva India (Mehra et al., 1991)
DQ5(1) (DQB1*0503) Camboya (Goldfeld et al., 1998)
DQ5(1) (DQB1*0501) México (Teran-Escandén et al., 1999)
DQ6(1) (DQB1*0601) Positiva India (Mehra et al., 1995; Ravikumar et al., 1999)
DR15(2)-DQ6(1) Positiva India

(DRB1*1501-DQB1*0601)

(Mehra et al., 1995; Ravikumar et al., 1999)
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Se ha sugerido que el estudio comprensivo de estos marcadores genéticos
permite evaluar rdpidamente la naturaleza de un proceso tuberculoso, definir su
prognosis y bajo estas bases, elegir el tratamiento adecuado que debe consistir en
una quimioterapia mas agresiva y especifica en aquellos con antigenos HLA que
predisponen a un cuadro clinico mas fuerte (Chukanova et al., 1995), asi como en
individuos sanos expuestos a M. tuberculosis para ser utilizado en consejo

genético (Hafez et al., 1992).

2.2.3 Tipificacion de los antigenos HLA

Entre los diversos métodos existentes para la tipificacion de los antigenos
HLA se encuentran las técnicas serolégicas que han sido tradicionalmente
utilizadas como la técnica estandar de microlinfocitotoxicidad dependiente de
complemento (Terasaki y McClelland, 1964) en la que se utilizan anticuerpos

monoclonales para una mayor especificidad de reaccion (Reynolds et al., 1994).

Con el advenimiento de las técnicas de biologia molecular, éstas fueron
utilizadas en el campo de la histocompatibilidad y en 1982 Wake et al.,
describieron el polimorfismo en los fragmentos de restriccion (RFLP) aplicado a la
tipificacion de HLA utilizando una sonda DRB, método que se indic6 que era mas
preciso que la serologia, la enzima recomendada fue Tagl, a causa de su
habilidad para identificar un gran nidmero de polimorfismos con hibridizacién con
DRB, DQB y DQA. Pero los métodos RFLP también presentaron desventajas: no
identificaron secuencias polimérficas dentro del segundo exén de DRB, DQB y
DQA, sino sitios de restriccion situados generalmente fuera de esos exones y en
general requirieron asociaciones DR-DQ para discriminar entre ciertos alelos DR
que tienen idénticos patrones de RFLP para DRB y eventualmente los RFLPs
fueron reemplazados por el desarrollo de nuevas tecnologias como la PCR y entre
otros métodos deteccion por oligonucledtidos de secuencia especifica (SSOP) y
PCR-SSP (PCR con sondas de secuencia especifica) como indican Middleton y
Williams (1997).
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Se han realizado algunos estudios comparativos para determinar la utilidad

de las técnicas moleculares con respecto a las técnicas seroldgicas, en donde se

han reconocido algunas ventajas de las técnicas moleculares:

a)

b)

Se reduce la incidencia de homocigocidad: cuando no es posible determinar el
otro antigeno del haplotipo y se reporta como blanco (Bryan et al., 1996).

Se han propuesto como una alternativa a la tipificacion seroldgica en la rutina
de la préactica clinica idealmente para analizar simultdneamente un namero
pequefio de muestras (Olerup y Zetterquist, 1992). A su vez, se han
recomendado estas técnicas para la identificacion de alelos clase Il, siempre y
cuando se disponga de iniciadores adaptados a los antecedentes genéticos de
la poblacién en estudio (Dieve et al., 1999). Al recomendar estas técnicas, a su
vez se reconoce la utilidad de la serologia cuando el tiempo es limitado, tal y
como sucede en la tipificacion de donador cadavérico, caso en el que la
rapidez es vital en la sobrevida de la funcionalidad del 6rgano a transplantar
(Verduyn et al, 1993), o la utlizacion de ambas técnicas
complementariamente; para la identificacion de alelos a nivel de fenotipo por
técnicas seroldgicas y de genotipo por técnicas moleculares reconociendo que

cada método tiene sus limitaciones técnicas (Doherty y Donaldson, 1991).

Para la deteccidn de los antigenos HLA clase Il por métodos seroldgicos es

necesario obtener los linfocitos B, para lo que se han propuesto varias técnicas,

entre ellas:

a)

b)

Obtencion de linfocitos totales por utilizacion de Ficoll-Hypaque y una columna
de lana de nylon y temperatura de 40° C para la separacion de linfocitos B. En
esta técnica se requiere el uso de medio de McCoy, lo que hace al método mas
costoso y tardado.

Separacion de linfocitos B mediante la utilizacion de inmunoperlas. Las
inmunoperlas son particulas superparamagnéticas de menos de un micrén de
didmetro, con anticuerpos monoclonales anti-CD19 acoplados en su superficie,
gue se unen especificamente con los linfocitos B. Las inmunoperlas son

colectadas usando un campo magnético. Cuando éste es removido las perlas
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no retienen ningun magnetismo residual. Los linfocitos B unidos a las
inmunoperlas son marcados con naranja de acridina y bromuro de etidio. Este
es un meétodo rapido que no requiere incubacion en frio ni otras

manipulaciones complicadas (Gorodezky, 1997).

Una vez obtenidos Ilos linfocitos B, mediante la técnica de
microlinfocitotoxicidad, estos son incubados con antisueros especificos anti-HLA,
gue son anticuerpos fijadores de complemento. Si los linfocitos expresan un
antigeno reconocido por estos antisueros, la porcion Fab (fraccion de union con el
antigeno) del anticuerpo se une al antigeno formando un complejo antigeno-
anticuerpo. Después de que esos complejos se han formado, se agrega el
complemento de conejo. La fraccién C1q y el Ca++ del complemento se unen a la
porcion FC (fragmento cristalizable) del anticuerpo. La union de Clqg con
complejos antigeno-anticuerpo inicia la cascada del complemento que conduce a
la lisis de las células. En cada determinacion se lleva un control positivo, el que
consiste de un anticuerpo monoclonal fuertemente citotoxico para linfocitos B y un
control negativo, que proviene de una persona sana de tipo sanguineo AB y no
tiene reactividad citotoxica en pruebas con linfocitos de donadores al azar
(Terasaki y McClelland, 1964). Si se obtienen los linfocitos B por la técnica de
inmunoperlas, la lisis se detecta observando al microscopio de fluorescencia,
donde las células viables (reaccién negativa) fluorescen en verde y las muertas

(reaccion positiva) en rojo (Vartdal et al., 1986) como indica la Fig. No. 4.

Figura 4.- Representacion de la coloracion de linfocitos B en reaccion
positiva (roja) y negativa (verde), marcados con naranja de acridinay
bromuro de etidio, observada al microscopio de fluorescencia.
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2.3 Antecedentes genéticos de la poblacion del Area Metropolitana de
Monterrey (AMM)

El AMM, localizada en la parte central oeste del Estado de Nuevo Ledn,
tiene aproximadamente el 81.8% de la poblacion total del Estado (Instituto

Nacional de Estadistica Geografia e Informatica, 1995).

La poblacion del AMM ha sido estudiada de acuerdo a sus antecedentes
histéricos e inmigracionales con el objetivo de conocer su estructura genética
(Garza-Chapa et al., 19822; Garza-Chapa, 1983, Garza-Chapa et al., 1987; Garza-
Chapa et al., 1995, Garza-Chapa et al.,, 2000) y se ha encontrado que en esta
poblacibn mestiza existe homogeneidad genética, lo que la hace ideal para
estudios de epidemiologia genética (Cerda-Flores et al., 1991).

2.4 Tuberculosis en la poblacion de la Unidad de Medicina Familiar (UMF) No.
28 del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)

Esta Unidad médica se encuentra ubicada en el area urbana de la zona

noroeste de la ciudad de Monterrey, N. L.

La poblacibn que consulta en esta UMF consta de 112,000
derechohabientes adscritos en 27 consultorios de medicina familiar que operan en

turno matutino y vespertino, haciendo un total de 54 consultorios.

El diagnéstico de tuberculosis pulmonar activa se realiza utilizando los

siguientes criterios:

a) Sintomas clinicos (fiebre, tos, expectoracion, malestar general, pérdida de
peso).

b) Pruebas de gabinete (placa de térax sugestiva de tuberculosis).

c) Baciloscopia positiva para BAAR por la técnica de Ziehl Neelsen (Strong y
Kubica, 1981). Una vez detectado un caso, es canalizado al departamento de
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Medicina Preventiva donde se confirma el diagndstico por identificacion de las
micobacterias por cultivo en medio de Lowenstein Jensen-Holm, el cual a partir
de octubre de 1994 se ha realizado en el Laboratorio Estatal de la Secretaria

de Salud y actualmente en el Laboratorio de Micobacterias del CIBIN.

En el departamento de Medicina Preventiva de esta clinica se lleva a cabo
continuamente un registro de la evolucion y tratamiento de los pacientes con
tuberculosis (archivo del programa de control de la tuberculosis de la UMF No. 28

del IMSS, Delegacion Regional Nuevo Ledn).

Durante el periodo de 1989 a 1996 la tasa de incidencia ha fluctuado, con
un valor minimo de 37.5 en 1990 y un maximo de 133.9 en 1994, siendo en 1996
de 71.4 por 100,000 derechohabientes. Todas estas cifras han estado por encima
de la media institucional a nivel nacional que es de 17.9 por 100,000
derechohabientes. Durante este periodo, la tasa de defunciones por tuberculosis

pulmonar presenté una media de 7.25 por 100,000 derechohabientes.

La estratificacion por edades de los pacientes con tuberculosis pulmonar
gue consultan en la UMF No. 28, para 1996, es la siguiente: el 5.7% de 0 a 15
anos, el 33.5% de 15 a 24, el 25.9% de 25-34, el 12.5% de 35-44, el 10.4% de 45-
54y el 12.0% de 55 y més afios. En comparacion con los datos de 1992, existe un
desplazamiento del padecimiento hacia los grupos etarios en edad productiva, lo

gue concuerda con lo mencionado por Davis (1972).

Durante 1996, la tuberculosis pulmonar se presenté con mayor afectacion

en los individuos del sexo masculino entre los 15 y los 44 afios de edad.

La totalidad de la poblacibn con diagndstico de tuberculosis recibe
tratamiento acortado TAES, consistente en la administracion de los siguientes
medicamentos: isoniazida, estreptomicina, etambutol y rifampicina. El tratamiento

ha sido supervisado por un familiar, a quien se le ha capacitado para atender al
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paciente y suministrarle los medicamentos. El 17.65% de los pacientes son
diabéticos y tienen una mala respuesta al tratamiento. El 11% de todos los

pacientes en tratamiento presenta recaidas.

Del andlisis de la casuistica acumulada, se destaca que el 93% de los
pacientes se da de alta por remision de los sintomas y negativizacion de las

pruebas de laboratorio, lo cual ocurre en un periodo promedio de 11 meses.

Por medio de cultivo y antibiograma, se ha encontrado una resistencia
primaria del orden del 19.7% la cual corresponde (en porcentaje) a la resistencia a
los siguientes medicamentos: isoniazida, 68.5%, estreptomicina 14.5%, etambutol
11.5% y rifampicina 5.5%. La resistencia a dos antifimicos se presenta en el 4.3%
de las muestras preferentemente en la asociacion isoniazida/rifampicina e
isoniazida/etambutol. La resistencia a mas de dos antifimicos es de 2.5%,
correspondiendo a pacientes con grave deterioro clinico, quienes han recibido el
tratamiento corto y han sufrido altas prematuras a su control y seguimiento clinico,
todo esto aunado a factores sociales adversos intercurrentes (Said-Fernandez et
al., 2001).

Para enero de 1995, el 9.5% del total de pacientes fueron casos con mas

de tres afos de estancia en el programa de control de la tuberculosis de la UMF
No. 28.
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HIPOTESIS

En la poblacion de la UMF No. 28 del IMSS, existe asociacion entre la
susceptibilidad a TbP y la presencia de antigenos HLA-DR y —DQ.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la asociacion de los antigenos HLA-DR y -DQ con TbP en
poblacion derechohabiente de la UMF No. 28 con diagnostico de TbP.

Objetivos especificos

1. Estimar las frecuencias génicas de los antigenos HLA clase 1l (-DR y —DQ),

para los grupos: “enfermos con TbP” y “testigos sanos”.

2. Estudiar si las frecuencias génicas se encuentran en equilibrio de Hardy-
Weinberg.

3. Estimar el grado de asociacién entre la presencia de los antigenos HLA
clase Il (-DR y -DQ) y la susceptibilidad o resistencia a tuberculosis
pulmonar del paciente.

4. Estimar el riesgo relativo para los antigenos HLA clase Il (-DR y -DQ).

5. Comparar los perfiles genéticos de los haplotipos HLA-DR/HLA-DQ entre

los grupos.
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lll. MATERIAL Y METODOS

3.1 Seleccion de la poblacion y el disefio de muestreo

Se realiz6 un estudio de Caso-Control no pareado en poblacién
derechohabiente de la Unidad de Medicina Familiar No. 28 del IMSS. Se
integraron dos grupos: a) un grupo de 50 personas con tuberculosis pulmonar y b)

un segundo grupo de 417 personas sanas (Anexo 1).

3.1.1 Grupo de enfermos con tuberculosis pulmonar

La poblacién derechohabiente que participd en el proyecto integrando el
grupo “enfermos con TbP” fue diagnosticada por los médicos familiares vy
canalizada por el médico especialista en Epidemiologia de esta clinica. El nUmero
de individuos participantes en el estudio se determiné mediante un muestreo no
probabilistico (por casos consecutivos) en un periodo de un afo (Velasco-
Rodriguez et al., 2003).

El estudio se desarrollé por entrevista personal a 50 personas de uno u otro
sexo, con diagnostico clinico de TbP, a quienes se les pidié que contestaran una
encuesta, ya fuera en el departamento de Medicina Preventiva de la propia clinica
o en sus domicilios. La encuesta aplicada incluyé datos acerca de su edad,
ocupacion, ingreso familiar, domicilio, lugar de nacimiento del entrevistado y sus
cuatro abuelos, antecedentes personales y heredo-familiares de padecimiento de
tuberculosis pulmonar y/o de resistencia al tratamiento y fecha inicial de

diagndstico.

3.1.1.1 Criterios de inclusién

En este grupo se incluyeron derechohabientes de la UMF No. 28 del IMSS,
susceptibles a TbP. Definimos como susceptibles a todos los pacientes con



diagnéstico de tuberculosis pulmonar. Es decir, pacientes de uno u otro sexo, sin
importar la edad, con imagen radioldgica sugestiva de TbP, baciloscopia positiva
(presencia de BAAR en los extendidos de esputo) y cultivo positivo para M.

tuberculosis.
3.1.1.2 Criterios de exclusion

Los pacientes que fueron excluidos de este estudio, fueron aquellos que
tuvieron una o varias de las siguientes caracteristicas:
a) Parentesco del candidato a participante con otro paciente incluido en este
grupo.
b) Cultivo negativo para micobacterias del complejo de la tuberculosis.
c) SIDA.
d) Tratamiento con drogas inmunosupresoras.

e) Pacientes que no aceptaron participar en el proyecto.
3.1.2 Grupo de testigos sanos

Los integrantes del grupo testigos sanos fueron seleccionados de la
poblacibn sana candidata a donacion renal que acude al Hospital de

Especialidades No. 25 del IMSS, en esta ciudad.

El método de seleccion fue probabilistico aleatorio simple (Velasco-
Rodriguez et al., 2003). El numero de individuos participantes se calculé de
acuerdo a Chakraborty et al (1991). Ellos disefiaron un modelo aplicable para

grandes polimorfismos (como lo es el HLA), que toma en cuenta la
heterocigocidad, la que es obtenida segun la férmula h :1—2 piz. El siguiente es

un ejemplo de calculo de heterocigocidad para el sistema ABO, suponiendo las
frecuencias génicas: A=0.2, B=0.2 y 0O=0.6:
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h=1- [(0.2)2 +(0.2)2 + (0.6)2} =1-[0.04+0.04+0.36]=1-0.44 = 0.56

h=0.56

Chakraborty et al. (1991), proponen un tamafio de muestra de 162
individuos para el locus ApoC-Il con una heterocigocidad de 85.9% y para el locus
ApoB con una heterocigocidad de 76.9% proponen una muestra de 240 individuos.
La heterocigocidad estimada para HLA-DR fue de 86.4% y para HLA-DQ de 82%,
por lo que un tamafio de muestra de 417 en el presente trabajo, es casi el doble

del minimo requerido.

3.2 Andlisis de laboratorio
3.2.1 Cultivo de micobacterias

El diagndstico clinico en el grupo “Enfermos con TbP” se confirmé por
cultivo e identificacibn de M. tuberculosis (a partir de esputo) en medio de
Lowenstein Jensen-Holm a 37°C, el que se incubd de 4 a 8 semanas (Strong y
Kubica, 1981; Master, 1994) y se determind su perfil de resistencia a
medicamentos antifimicos de primera linea mediante el sistema radiométrico
Bactec 460 (Siddigi, 1996). Estos estudios se llevaron a cabo por el personal del

laboratorio de Micobacteriologia del CIBIN.
3.2.2 Tipificacion para los antigenos HLA clase Il

A pacientes y testigos se les extrajeron 10 ml de sangre con anticoagulante
ACD (citrato, acido citrico, dextrosa). Las muestras se procesaron inmediatamente
después de la extraccion en el laboratorio de Histocompatibilidad del Hospital de
Especialidades No. 25 del IMSS, donde se llevo a cabo la tipificacion para los

antigenos HLA clase II.
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El aislamiento de los linfocitos B, necesario para la tipificacién de antigenos

HLA clase Il, se llevé a cabo a partir de la muestra sanguinea mediante la técnica

de perlas inmunomagnéticas (inmunoperlas) [ver el fundamento de esta técnica en
Antecedentes (Gorodezky, 1997)].

2.2.2.1 Aislamiento de linfocitos B. Técnica de perlas inmunomagnéticas

Las perlas imunomagnéticas se unen especificamente a los linfocitos B y

una vez formados los complejos CD29/anti-CD29, se aplica un campo magnético

para separar a las células unidas a las perlas inmunomagnéticas del resto. Esta

técnica implico los siguientes pasos (Gorodezky, 1997):

a) Coleccion de la muestra. Se obtuvieron aproximadamente 10 ml de sangre

venosa en tubo vacutainer con anticoagulante ACD (&cido citrico dextrosa).

Las células B deben ser aisladas dentro de las 24 horas siguientes para lograr

un mayor rendimiento. Los tubos se mantuvieron en posicion horizontal a 20-

25°C hasta su uso.

b) Aislamiento de linfocitos B.

a.
b.

La sangre completa se centrifugd por 10 min a 400-900 x g.
Se transfiri6 aproximadamente 1 ml de la capa blanca esponjosa
sobrenadante a un tubo de 5 ml.
Se agregaron 4 ml de amortiguador salino de fosfatos PBS (Phosphate
Buffered Saline)/citrato (1X) deficiente en sales de Ca*™ y Mg**, pH 7.4,
(Molaridad (10X): NazHPO4 0.081, K2HPO4 0.015).
El frasco que contiene las inmunoperlas se agit6é con vortex
aproximadamente 10 seg. para resuspenderlas inmediatamente antes de
usarlas.
Se agregaron 100 ul de inmunoperlas a la muestra de prueba. Se tapo el
tubo inmediatamente después y se agitd por inversion, 2-3 veces, para
dispersar las perlas magnéticas.
El tubo se hizo rotar manualmente por 1 min a 20-25 °C para permitir que

las perlas se unieran a las células B.
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g. Eltubo se destapé y se coloc6 en un separador magnético por 1 min.

h. Se removié y descartd el sobrenadante con una pipeta desechable. Se
retird el tubo del separador magnético.

i. Se resuspendieron las inmunoperlas (con las células B adheridas) con 2.5
ml de PBS/citrato, golpeando suavemente el fondo del tubo para
dispersarlas. Se coloc6 de nuevo el tubo en el separador magnético por 1
min. Se descart6 el sobrenadante. Esta operacion se repitié dos veces.

j. Se resuspendieron las inmunoperlas (con las células B adheridas) en 0.5 ml
de buffer PBS/citrato.

c) Verificacion de la concentracion celular adecuada. Para ajustar la
concentracion celular:

a. Se agregé 1 pl de la suspension de inmunoperlas obtenida en el paso
anterior (con las células B adheridas) a un pozo de una placa Terasaki sin
reactivos.

b. A cada pozo de la placa de prueba, se agregaron 5 ul de FluoroQuench™
AO/EB (Staining/Quench Reagent FQ Acridine Orange/Ethidium Bromide
(Cat. FQAE-500)), colorante fluorescente supravital el cual contiene Naranja
de Acridina, Bromuro de Etidio y tinta china para tincion y EDTA como
fijador.

c. Se reviso la viabilidad de las células observando las células vivas con un
microscopio de fluorescencia (fluorescen en color verde) de acuerdo al
procedimiento de Vartdal et al., 1986. Se ajustd la cuenta celular a una

concentracion de 2 x 10° células/ml (2,000 células por pozo).
2.2.2.2 Técnica de microlinfocitotoxicidad dependiente de complemento

Una vez obtenida la suspension de linfocitos B a una concentracion
adecuada, ésta se utilizd6 para detectar los antigenos HLA clase Il, mediante la

técnica de microlinfocitotoxicidad dependiente de complemento (Terasaki y
McClelland, 1964). Para realizar esta técnica se utilizaron placas Terasaki HLA
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clase Il, (Terasaki HLA Tissue Typing Trays, Laboratorio One Lambda, Inc.,
California, EE.UU).

a)

b)

f)
)
h)

Esta técnica se llevo a cabo de acuerdo a los siguientes pasos:

Se descongeld una placa de Terasaki a 20-25°C por 15 minutos y se utilizd
antes de los siguientes 30 min. Cada placa tiene 72 pozos, cada pozo
conteniendo 1 ul de uno de los diversos antisueros con anticuerpos
monoclonales monoespecificos y multiespecificos necesarios para detectar
antigenos HLA clase Il y 5 ul de aceite mineral para evitar la evaporacion
(Gorodezky, 1997).

A cada pozo de la placa Terasaki Se agreg6 1 ul de suspensioén de linfocitos B
aislados previamente (2 x 108 células/ml). Cada placa normalmente contiene
un control positivo, el que consiste de un anticuerpo monoclonal fuertemente
citotoxico para linfocitos B y un control negativo, que proviene de un hombre
sano de tipo sanguineo AB sin reactividad citotdxica en pruebas con linfocitos
de donadores al azar. También incluye un control anti-linfocitos T y otro anti-
granulocitos, que sirven para saber si se aislaron Unicamente linfocitos B
(Terasaki y McClelland, 1964), por lo que los linfocitos B aislados no deben
tener reactividad con ellos.

Las placas se colocaron durante 5 minutos en un agitador mecanico para que
se mezclaran las microgotas.

Posteriormente, las placas se incubaron a 20-25°C por 30 min.

Se dispensaron 5ul del complemento de conejo clase Il (especial para
determinar antigenos HLA-DR) a cada pozo de la placa de prueba.

Las placas se incubaron de nuevo a 20-25°C por 1 h.

Se agregaron 5ul de FluoroQuench™ AQ/EB.

Las placas se dejaron reposar a 20-25°C por 15 min. para permitir que los
linfocitos se sedimentaran.

Las placas se leyeron en microscopio invertido de Iluz fluorescente,
observandose las células tefidas: en una reaccion positiva es evidente

observar la muerte celular (las células muertas fluorescen en color rojo) y en
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una reaccion negativa observar las células vivas (fluorescen en color verde)
como indican Vartdal et al., 1986.

j) La reaccion positiva se valoré estimando el porcentaje de muerte celular
(Gorodezky, 1997) y de acuerdo a la lectura estandar establecida por la ASHI
(American Society for Histocompatibility and Immunogenetics), la que se
especifica en el cuadro No. 2. Si el control negativo contenia algunos linfocitos
muertos, el porcentaje de muerte celular en los pozos restantes tenia que ser
ajustada de acuerdo con la muerte celular observada en el control negativo
(Gorodezky, 1997).

Cuadro 2. Lectura estandar establecida por la ASHI (American Society for

Histocompatibility and Immunogenetics) segun Gorodezky (1997).

Valor % de muerte celular Interpretacion
1 0-10% Negativo
2 11-20% Negativo dudoso
4 21-50% Positivo débil
6 51-80% Positivo
8 81-100% Positivo fuerte
0 No lectura

Una vez obtenidos los datos con el trabajo arriba descrito, se procedi6 a

llevar a cabo su analisis estadistico.
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2.3 Andlisis estadistico de la informacion

Los datos obtenidos mediante la tipificacidn serologica de los antigenos
HLA de ambos grupos “Enfermos con TbP” y “Testigos Sanos”, fueron capturados
mediante el programa estadistico SPSS (Statistical Package for Social Sciences
ver. 12.0). Se realiz6 un estudio de la estructura genética de ambos grupos,
utilizando el programa Arlequin version 2.0. El nivel de significancia considerado

para todas las pruebas fue 0.05 (Schneider et al., 1997).

A nivel intrapoblacional se estimaron las frecuencias alélicas, haplotipicas
en fase desconocida (5,000 permutaciones), la prueba de desequilibrio de
ligamiento (10,000 permutaciones). la prueba del equilibrio de Hardy-Weinberg
(HW) de 10,000 pasos en la cadena de Markov y la prueba de asociacion en el
nivel de locus (Schneider et al., 1997).

Respecto a los alelos incrementados en una o en otra poblacion, el nivel de
significancia y el RR se estimd por medio del programa Epi's Odds (Flandre y
Morabia, 1989).

Los genotipos de la muestra de “Enfermos con TbP” se compararon contra
la de “testigos sanos” por medio de la prueba estadistica de FST para distancias
por pares entre poblaciones permitiendo 1,000 permutaciones para la prueba de
Mantel y 100 permutaciones para significancia, y la prueba exacta para
diferenciacion de poblaciones pudiendo alcanzar los 10,000 pasos en cadena de
Markov (Schneider et al., 1997).
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IV. RESULTADOS

En el cuadro 3 se presentan los datos sociodemograficos de la poblacion
con TbP estudiada en el presente trabajo. En este cuadro se describe a la
poblacion de acuerdo con algunos factores que han sido considerados como de
riesgo para desarrollar esta enfermedad.

Como se puede observar, la poblacion en estudio es originaria en un 44%
del Noreste de México, el 56% nacio en otros estados de la Republica Mexicana.
El 7.5% es analfabeta y un 52.5% solo termind la educacion primaria. El 69.44%
tiene ingresos de 1 a 3 salarios minimos. El 26% vive en condiciones de

hacinamiento. El 50% consume alcohol. El 48% fuma. El 12% consume drogas.

Cuadro 3.- Descripcién de la poblacion de enfermos con tuberculosis
pulmonar. Factores sociodemograficos.

Variable Categoria Frecuencia Porciento
Sexo Hor_nbres 31 62.00
Mujeres 19 38.00
Lugar de nacimiento Nuevo_Leon . 16 32.00
del paciente Coahuila y Tamaulipas 6 12.00
Otros Estados 28 56.00
Analfabeta 3 7.50
Primaria 21 52.50
Escolaridad Secundaria} o 9 22.50
Preparatoria o Técnico 5 12.50
Profesionista 2 5.00
No hay dato 10
Hasta 1 salario minimo 8 22.22
2 a 3 salarios minimos 17 47.22
Ingreso mensual Hasta 4 salarios minimos 4 11.11
Mas de 5 salarios minimos 7 19.45
No hay dato 14
Positivo 11 26.19
Hacinamiento Negativo 31 73.81
No hay dato 8
Positivo 15 50.00
Consumo de Alcohol Negativo 15 50.00
No hay dato 20
Positivo 3 12.00
Uso de drogas Negativo 22 88.00
No hay dato 25
Positivo 14 48.28
Tabaquismo Negativo 15 51.72

No hay dato 21




La edad del paciente (Cuadro 4), fluctué en un rango de 17 a 72 afios, con
una media de 45 afios + 17. Estos datos se analizaron mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov, encontrandose que no existen diferencias por intervalo de
edad.

Cuadro 4.- Distribucién de edades del grupo enfermos con tuberculosis

pulmonar.
Edad <20 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 Total
Frecuencias
observadas 4 8 4 6 9 8 3 42
Frecuencias
esperadas 6 6 6 6 6 6 6 42

X?ks=0.693,9.1.=6, P =0.723.

Los factores fisiopatoldgicos de la tuberculosis de la poblacion en estudio,
se presentan en el cuadro 5. El 38.10% tuvo contacto conocido con algun paciente
con TbP (Combe positivo), sélo el 23.33 refirié contacto con un familiar con TbP, el
40% tuvo antecedente de haber padecido tuberculosis, el 87% de los pacientes
presentaron pérdida de peso, el 17.95% tuvo algun otro sintoma sugerente de la

enfermedad y el 37.93 padece diabetes mellitus tipo 2.

En el cuadro 6 se presentan las frecuencias génicas para HLA-DR y HLA-
DQ. Las diferencias estadisticas correspondientes entre las frecuencias del grupo

enfermos con TbP y testigos sanos, se presentan en los cuadros 7, 8y 9.

Las frecuencias alélicas para HLA-DR, se presentan en el cuadro 7. En este
cuadro se puede observar que las frecuencias alélicas HLA-DR que se
encontraron incrementadas significativamente (P<0.05) en enfermos con TbP con
respecto a testigos sanos, fueron: DR11(5) con un RR de 2.01, DR16(2) con un
RR de 5.06. En el grupo testigos sanos con respecto a enfermos con ThP se

encontré incrementado el alelo DR17(3) cuyo valor de RR fue de 0.12.
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Cuadro 5.- Descripcién de la poblacion de enfermos con tuberculosis pulmonar.
Factores fisiopatolégicos.

Variable Categoria Frecuencia Porciento
Positivo 23 58.97
Aplicacion de BCG Negativo 16 41.03
No hay dato 11
Positivo 16 38.10
Combe Negativo 26 61.90
No hay dato 8
Familiares con Ppsitivo ’ 23.33
tuberculosis Ninguno 23 76.67
No hay dato 20
Positivo 16 40.00
ﬁgﬁﬁiﬂﬁ;‘sﬁf de Negativo 24 60.00
No hay dato 10
< del 10% 16 40.00
> del 10% 15 37.50
Pérdida de peso Se ignora el % 4 10.00
Negativo 5 12.50
No hay dato 10
Otros sintomas Positi\_/o ’ ket
sugestivos de ThP Negativo 32 82.05
No hay dato 11
Diabetes mellitus P05|t|\(o 11 37.93
tipo 2 Negativo 18 62.07
No hay dato 21
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Cuadro 6. Frecuencias génicas estimadas para los loci HLA-DR y -DQ en
enfermos con tuberculosis pulmonar y testigos sanos.

Alelo HLA Testigos sanos Enfermos con ThP
DR1 0.07314 0.04000
DR10 0.00719 0.00000

DR103 0.01079 0.00000
DR11 0.06355 0.12000
DR12 0.02038 0.01000
DR13 0.07314 0.07000
DR14 0.05755 0.10000
DR15 0.09472 0.04000
DR16 0.01918 0.09000
DR17 0.07914 0.01000
DR18 0.00719 0.01000
DR4 0.27818 0.25000
DR7 0.06235 0.10000
DR8 0.14149 0.15000
DR9 0.01199 0.01000

Numero total de alelos DR 15 13
DQ2 0.15468 0.11000
DQ4 0.14508 0.19000
DQ5 0.11511 0.11000
DQ6 0.15108 0.14000
DQ7 0.27578 0.41000
DQ8 0.14988 0.03000
DQ9 0.00839 0.01000

Namero total de alelos DQ 7 7

Cuadro 7. Frecuencias alélicas estimadas para el locus HLA-DR (con diferencia
significativa) en enfermos con tuberculosis pulmonar y testigos sanos.

Testigos Sanos

Enfermos con ThP

Alelo HLA

n=417 Frecuencia n=50 Frecuencia
DR11(5) 53 0.06355 12 0.12000?
DR16(2) 16 0.01918 9 0.090002
DR17(3) 66 0.079143 0.01000
Nuamero total de alelos 15 13

1 X2=357,g.l. =1, RR = 2.01 (1.03;3.90).

2 X2=1458, gl =1, RR =5.06 (2.17;11.77).

3X2=541,¢.l =1, RR =0.12 (0.02;0.86).
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En el cuadro 8 se pueden observar las frecuencias estimadas para HLA-
DQ. En el grupo enfermos con TbP, se encontré incrementada la frecuencia del
alelo DQ7(3) con respecto a testigos sanos, con un RR de 1.82 y en testigos

sanos, el alelo DQ8(3) con respecto a enfermos con TbP, con un RR de 0.18.

Cuadro 8. Frecuencias alélicas estimadas para el locus HLA-DQ (con diferencia
significativa) en enfermos con tuberculosis pulmonar y testigos sanos.

Alelo HLA Testigos Sanos Enfermos con ThP
n=417 Frecuencia n=50 Frecuencia
DQ7(3) 230 0.27578 41 0.41000*
DQ8(3) 125 0.149882 3 0.03000
Numero total de 7
alelos

1 X2=7.17,g.l. =1, RR = 1.82 (1.19;2.80).
2X2=9.86,g.. = 1, RR = 0.18 (0.05;0.56).

Los haplotipos HLA-DR/DQ se presentan en el cuadro 9. Los haplotipos
gue se encontraron incrementados en enfermos con TbP con respecto a testigos
sanos fueron: /DR11(5)-DQ7(3) con un RR de 2.27, /DR14(6) -DQ5(1) que
presenta un RR de 19.67, /DR16(2)-DQ5(1) con un RR de 4.37, /DR16(2)-DQ6(1)
para el que se estimé un RR de 8.65, /DR16(2)-DQ7(3) con un RR de 4.45 y /DR4-
DQ4 con un RR de 3.94.

Los antigenos HLA-DR incrementados en enfermos con ThP Unicamente en
forma haplotipica (en asociacién con otro antigeno HLA-DQ), fueron el DR14(6) y
el DR4. Los antigenos HLA-DQ incrementados en pacientes Unicamente en forma

haplotipica (en asociacién con otro antigeno HLA-DR), fueron el DQ4, DQ5(1) y el
DQ6(1).

A su vez, los haplotipos que se encontraron incrementados en el grupo

testigos sanos fueron: /DR17(3) -DQ2 con un RR de 0.11 y el /DR4-DQ8(3) que
presentd un RR de 0.15.
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En este mismo grupo, se encontrd sélo un antigeno HLA-DR incrementado
Unicamente en forma haplotipica, éste fue el DR4. El antigeno HLA-DQ que se
encontré incrementado en el grupo testigos sanos UuUnicamente en forma
haplotipica, fue el DQ2.

Al comparar los grupos enfermos con TbP y testigos sanos (mismo cuadro
No. 9) por medio del programa Arlequin y Episode, se encontré6 una Fst de
0.01152 altamente significativa (P = 0.00901) lo que nos indica que son diferentes.
Para ambos, el sistema HLA se encontr6 en desequilibrio de ligamiento (P =
0.000001). Respecto al equilibrio de Hardy-Weinberg, ambos grupos se
encontraron en equilibrio.

Cuadro 9.- Frecuencias haplotipicas HLA-DR/-DQ estimadas (con diferencia
significativa) en enfermos con tuberculosis pulmonar y testigos sanos.

. Testigos Sanos Enfermos con ThP
Haplotipo
n=417 Frecuencia n=50 Frecuencia
DR11 DQ7 46 0.05628 11 0.109681
DR14 DQ5 4 0.00959 8 0.040002
DR16 DQ5 6 0.00814 3 0.030003
DR16 DQ6 2 0.00178 2 0.020004
DR16 DQ7 8 0.00927 4 0.03810°
DR17 DQ2 65 0.07793 1 0.010008
DR4 DQ4 9 0.00962 4 0.038577
DR4 DQ8 125 0.14988 3 0.030008
X2 desequilibrio de
ligamiento 1701.45361 163.73788
Valor de Probabilidad 0.000001 0.000001
Grados de libertad 84 72
No. total de haplotipos
posibles 89 52
1X2= 4.04,9.).=1, RR= 227 (1.09;4.75). 5X2= 4.39,9.l. =1, RR =4.45 (1.29;15.34).
2X2=34.56,9.l. =1, RR=19.67 (5.68;68.06). 6X2= 572,9.. =1, RR= 0.11 (0.01;0.81).
3X2= 2.80,9..=1, RR= 4.37 (1.06;18.06). 7X?2= 3.68,9.. =1, RR= 3.94 (1.17;13.31).
4X2= 3.03,9.l =1, RR= 8.65(1.19;62.79). 8X2=11.72,9.l.= 1, RR = 0.15 (0.05;0.49).
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V. DISCUSION

El hecho de haber encontrado que la distribuciéon de edades del grupo
“‘enfermos con TbP” fue uniforme, difiere de lo establecido por Mandell et al.
(1991) quienes consideraban principalmente a los nifios y los ancianos como los
mas afectados. Este hecho contribuye a elevar el costo social y econémico de la
tuberculosis, pues involucra a la poblacion en edad productiva que es la que se
incapacita laboralmente. Aunado a esto, para el IMSS la TbP representa, sélo en
gastos directos, un gasto anual de mas de siete millones de pesos y una tasa de
0.9 afos de vida saludable (AVISA) perdidos por cada 1000 habitantes, es decir,
15,532.61 AVISA (Said-Fernandez et al., 2001).

Respecto a los demas factores de riesgo, los resultados obtenidos estan de
acuerdo a lo establecido en la literatura por Kumate y Gutiérrez (1980), Alcaide et
al. (1996) y Hopewell (1994) para los siguientes: hacinamiento, tabaquismo,
alcoholismo y drogadiccién; aunque los tres ultimos fueron los que presentaron un
mayor porcentaje de datos perdidos, pues en las encuestas no se obtuvo el dato.
De acuerdo con Styblo et al. (1967), para combe positivo. Con Hopewell (1994)
para diabetes mellitus. Estan de acuerdo también con Mandell et al. (1991), en
cuanto a inmigracién, pobreza (y por lo tanto, baja escolaridad), pues todos ellos

se encontraron presentes en la poblacién en estudio en porcentajes altos.

En los articulos mas recientes sobre asociacion de HLA con TbP, los
antigenos del sistema HLA se tipifican por técnicas de biologia molecular. Para la
discusion de los resultados del presente trabajo, se ha tomado en cuenta la

especificidad seroldgica correspondiente al alelo tipificado a nivel molecular.

El haber encontrado al alelo HLA-DR16(2) incrementado significativamente
en “enfermos con TbP” con respecto a “testigos sanos” (P<0.05), concuerda con lo
mencionado por Mehra et al., (1991), Dubaniewicz (2000) y Liu et al., (2004) y con
otros autores [Chukanova et al., (1995); Khomenko et al., (1990); Fedoseeva et al.,



(1993); Dovgaliuk et al., (1995); Brahmajothi et al., (1991); Singh et al., (1983);
Singh et al., (1983); Bothamley et al., (1989); Mehra et al., (1986) y Sriram (2001)]

con respecto a su antigeno paterno HLA-DR2.

Los resultados respecto al antigeno DR11(5), incrementado en enfermos
con TbP con respecto a testigos sanos, estan de acuerdo con Dovgaliuk et al.,

(1995), respecto a su antigeno paterno DR5.

Este es el primer trabajo en que se encuentra al antigeno DQ7(3) asociado
a tuberculosis, éste no se habia informado anteriormente, tampoco su antigeno
paterno DQ3.

Respecto a los haplotipos HLA-DR/-DQ en asociaciéon con TbP, no se
encontré concordancia con lo informado por Mehra et al., (1995) y Ravikumar et
al., (1999), esto quiza se deba a que son los Unicos que informan sobre un
haplotipo asociado, pues en la mayoria de los trabajos se ha estudiado la
asociacion TbP-HLA sélo a nivel de alelo, no en forma haplotipica. En los
haplotipos /DR11(5)-DQ7(3), /DR16(2)-DQ5(1), /DR16(2)-DQ6(1), /DR16(2)-
DQ7(3) encontrados asociados con TbP en el presente trabajo, puede observarse
gue intervienen antigenos para los cuales también se encontré asociacién con
TbP a nivel de alelo, ademas de que en uno de dichos haplotipos se encuentra a
DQ5(1), lo que esta de acuerdo con Terdn-Escandon et al., (1999) a nivel de alelo
y DQ6(1) que aunque no ha sido asociado a tuberculosis pulmonar, LeBlanc et al.,
(2000) lo han asociado al complejo M. avium diseminado en pacientes con SIDA,
pero Unicamente debido a que esta cercanamente ligado a DR15(2), antigeno que

en este trabajo no se encontrd asociado a TbP.
En este trabajo, el alelo DR16(2) se encontr6 asociado a TbP con un RR de

5.06, mientras que en forma haplotipica asociado a DQ6(1) (/DR16(2)-DQ6(1)) el
RR se incrementa a 8.65; es posible que ambos (DR16(2) y -DQ6(1)) contribuyan
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a una presentacion deficiente de los antigenos de M. tuberculosis a los linfocitos T

CD4+ y la respuesta inmune no sea adecuada y por lo tanto, el RR es mas alto.

Respecto a los haplotipos /DR14(6)-DQ5(1), y /DR4-DQ4 en los que ambos
antigenos HLA-DR y —DQ no se encontraron asociados a TbP a nivel alelo, el
hecho de encontrarlos asociados a TbP a nivel de haplotipo, podria atribuirse a
gue la presentacion de los antigenos de M. tuberculosis por ambas moléculas HLA
no es lo suficientemente adecuada, ya que en uno de dichos haplotipos se
encuentra DQ5(1) lo que, como se dijo antes, esta de acuerdo a nivel alélico con
Teran-Escandon et al., (1999).

El haber encontrado al alelo DR17(3) en asociacién negativa, indicando
proteccion contra TbP en este grupo, esta de acuerdo con lo informado por Cox et
al., (1988) para DR3 como antigeno paterno de DR17(3).

Respecto a los haplotipos /DR17(3)-DQ2 y /DR4-DQ8(3), los resultados
s6lo concuerdan con lo informado a nivel alélico, pues no han sido informados
haplotipos en asociacion negativa a TbP, por lo que sélo se puede observar su
concordancia con otros autores a nivel alélico. Ademéas de DR17(3) discutido en el
parrafo anterior, estd de acuerdo a lo informado a nivel alélico por Bothamley et
al., (1989), respecto a DQ3, antigeno paterno de DQ8.

Los resultados que indican que ambos grupos, E y TS, estan en equilibrio

de Hardy Weinberg, concuerda con Cerda-Flores et al., (1987).

El haber encontrado a ambos grupos (E y TS) en desequilibrio de

ligamiento, esta de acuerdo con Ziegler et al., (1991), y con Janeway (1996).

El haber encontrado que ambos grupos (E y TS) tienen una estructura
genética diferente, sugiere que la diferencia entre ambos grupos es debida al
menos en parte al sistema HLA y que estos antigenos juegan un papel importante

en la fisiopatologia de la tuberculosis.
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VI. IMPLICACIONES Y PERSPECTIVAS

El hecho de haber encontrado algunos antigenos del sistema HLA
asociados con tuberculosis pulmonar activa en la poblacion de la UMF No. 28,
ademas de contribuir al conocimiento de la fisiopatologia de la tuberculosis
pulmonar, podria contribuir, mediante la tipificacion de antigenos HLA, al
pronéstico de los casos nuevos encontrados y asesoramiento genético en
medicina preventiva para los pacientes que estan bajo riesgo de contraer esta
enfermedad, ya que aquellos portadores de los antigenos asociados a ThP serian
objeto de un tratamiento personalizado y se tomarian medidas preventivas para

aguellos contactos sanos (familiares y no familiares).

En un futuro, serd posible tipificar a nivel molecular los antigenos HLA
encontrados asociados a TbP, ya que durante el muestreo se formé un banco de
DNA de los pacientes con TbP. Con esto se podria conocer si en esta poblaciéon
existen algunos alelos HLA especificos que correlacionan con tuberculosis

fulminante.

Siendo la tuberculosis una enfermedad multifactorial, con el banco de DNA
disponible, sera posible realizar una investigacion en el genoma de estos
pacientes con TbhP para identificar otros genes independientes del HLA que han
sido propuestos como candidatos para conferir susceptibilidad o resistencia a TbP.



VII. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en la busqueda de asociacion del sistema HLA
con tuberculosis pulmonar en la poblacién de la UMF28, indican que los antigenos
HLA clase II: DR11(5), DR16(2) y DQ7(3) estan asociados a una alta
susceptibilidad a TbP, por lo que se apoya la hipétesis propuesta.

En esta poblacion la alta susceptibilidad asociada a HLA, puede atribuirse
quiza en forma mas importante a los haplotipos /DR11(5)-DQ7(3), /DR14(6) -
DQ5(1), /DR16(2)-DQ5(1), /DR16(2)-DQ6(1), /DR16(2)-DQ7(3) y /IDR4-DQ4 en los
gue la asociacion de ambos antigenos HLA-DR y -DQ ha contribuido a los riesgos

relativos mas altos.

Algunos antigenos HLA asociados a TbhP Unicamente en forma haplotipica:
/IDR14(6)-DQ5(1) y /DR4-DQ4, contribuyen en forma importante a la alta

susceptibilidad a desarrollar tuberculosis activa, siendo el primero el de mayor RR.

Los antigenos HLA-DR asociados a TbP Unicamente en forma haplotipica,
fueron DR14, DR4, DQ4, DQ5(1) y DQ6(1).

El antigeno DR17(3) y los haplotipos /DR17(3)-DQ2 y /DR4-DQ8(3)

sugieren una asociacion con proteccién o resistencia a TbP.

Los enfermos con TbP y la poblacion sana, tienen una estructura genética

diferente.
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ANEXO 2

PUBLICACIONES

Rojas-Alvarado M de los A., S. Said-Fernandez, L. Navarro-Marmolejo, P.
Becerril-Montes, ML. Diaz-Mendoza, G. Caballero-Olin, J. Verde-Star, S.
Valdovinos-Chavez, R. Foroughbackhch-P, M. Morales-Vallarta, H. Martinez-
Rodriguez, RM. Cerda-Flores, 2004. Estructura Genética de las poblaciones con y
sin tuberculosis pulmonar en el Noreste de México, basados en el sistema HLA.
Rev Inv Clin 56:833-834.

Rojas-Alvarado M de los A., S. Said-Fernandez, L. Navarro-Marmolejo, P.
Becerril-Montes, G. Caballero-Olin, RM. Cerda-Flores, 2004. EI apellido, un
posible indicador de la alta prevalencia de tuberculosis en Monterrey. Rev Inv Clin
56:834-835.
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