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RESUMEN	  
	  

	   	  

Q.B.P.	  María	  Rita	  Moreno	  Juárez.	  	  

Universidad	  Autónoma	  de	  Nuevo	  León,	  Facultad	  de	  Medicina.	  

Número	  de	  páginas:76	  

Candidato	  al	  grado	  de	  Maestría	  en	  Ciencias	  con	  orientación	  en	  Microbiología	  Médica:	  

	  
Área	  de	  estudio:	  	  Micobacteriología	  

Título	  del	  estudio:	  	  
“Polimorfismos	  en	  el	  gen	  que	  codifica	  al	  receptor	  de	  manosa	  de	  macrófagos	  con	  actividad	  de	  lectina	  (CD206)	  

en	  pacientes	  con	  tuberculosis	  pulmonar.”	  
	  

Propósito	  y	  método	  de	  estudio	  	  

El	  receptor	  de	  manosa	  de	  macrófagos	  (CD206,	  MRC1)	  es	  un	  miembro	  de	  la	  familia	  de	  las	  lectinas	  de	  tipo	  C	  
involucrado	  en	  el	  reconocimiento	  de	  patógenos,	   	  y	   juega	  un	  papel	   importante	  en	   la	  respuesta	   inmune	  del	  
hospedero	  a	   la	   infección	  por	  Mycobacterium	  tuberculosis.	   Los	  polimorfismos	  de	  un	  solo	  nucleótido	   (SNPs)	  
en	   el	   gen	  mrc1	  podrían	   afectar	   los	   niveles	   de	   expresión	   de	   este	   receptor,	   y	   diferencias	   en	   su	   estructura	  
primaria	  podrán	  tener	  efectos	  sobre	  su	  función	  en	  el	  reconocimiento	  de	  proteínas/antígenos,	  influenciando	  
de	  esta	  manera	  la	  susceptibilidad	  de	  los	  individuos	  al	  desarrollo	  de	  la	  tuberculosis	  pulmonar.	  A	  nivel	  mundial	  
hay	   pocos	   estudios	   que	   asocian	   la	   existencia	   de	   SNPs	   en	   el	   gen	  mrc1	   con	   el	   desarrollo	   de	   tuberculosis	  
pulmonar,	  y	  los	  datos	  reportados	  sugieren	  que	  estos	  difieren	  considerablemente	  de	  una	  población	  a	  otra.	  En	  
población	  méxicana	  no	  hay	  estudios	  publicados	  acerca	  de	   la	  posible	  asociación	  de	  SNPs	  en	  el	   receptor	  de	  
manosa	  y	  el	  desarrollo	  de	  tuberculosis	  pulmonar.	  Dado	  que	   la	  tuberculosis	   	  es	  una	  enfermedad	   infecciosa	  	  
que	   causa	   aproximadamente	   	   1.3	   millones	   de	   muertes	   al	   año	   a	   nivel	   mundial	   (según	   datos	   de	   la	  
Organización	  Mundial	  de	  la	  Salud),	  es	  importante	  identificar	  genes	  candidato	  que	  contribuyan	  a	  	  clarificar	  la	  
patogénesis	  de	  esta	  enfermedad.	  Por	  lo	  anterior,	  el	  objetivo	  de	  este	  estudio	  fue	  determinar	  la	  variabilidad	  
en	  el	  gen	  que	  codifica	  al	   receptor	  de	  manosa	   (mrc1)	  y	   su	  posible	  asociación	  genética	  con	  el	  desarrollo	  de	  
tuberculosis	   pulmonar.	   En	   un	   estudio	   de	   casos	   (N=65)	   y	   controles(N=96)	   se	   analizaron	   mediante	  
genotipificación	   3	   SNPs	   no	   sinónimos	   del	   exón	   7	   del	   gen	   mrc1	   para	   determinar	   su	   asociación	   con	  
tuberculosis	  pulmonar.	  

Conclusiones	  y	  contribuciones:	  Los	  3	  SNPs	  analizados	  en	  este	  estudio	  (Rs1926736,	  Rs2478577	  y	  Rs2437257,	  
ubicados	   en	   el	   exón	   7	   del	   gen	  mrc1),	   resultaron	   polimórficos	   en	   la	   población.	   La	   variante	   1221c>g	   no	   se	  
encontró	   asociada	   al	   desarrollo	   de	   tuberculosis	   pulmonar	   en	   la	   población,	   sin	   embargo	   se	   encontró	   una	  
asociación	   estadísticamente	   significativa	   para	   los	   polimorfismos	   1188a>g	   y	   1197g>a,	   encontrándose	   un	  
efecto	   protector	   para	   los	   alelos	   1188g	   y	   1197a.	   El	   haplotipo	   a-‐g-‐c/S-‐A-‐F	   se	   encontró	  más	   frecuente	   en	   el	  
grupo	  de	  pacientes	  con	  Tb	  pulmonar,	  lo	  que	  puede	  indicar	  que	  está	  asociado	  a	  tuberculosis	  pulmonar	  como	  
un	  factor	  de	  riesgo;	  mientras	  que	  el	  haplotipo	  g-‐g-‐c/G-‐A-‐F	  se	  encontró	  mayoritariamente	  representado	  en	  el	  
grupo	  control	  lo	  que	  puede	  sugerir	  que	  este	  haplotipo	  estaría	  asociado	  como	  un	  factor	  protector.	  
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1.	  INTRODUCCIÓN	  

1.1	   Relevancia	  de	  la	  tuberculosis	  

La	   tuberculosis	   (TB)	   es	   una	   enfermedad	   infecciosa	   causada	   por	   el	   bacilo	   de	   Koch	  

(Mycobacterium	   tuberculosis).	   La	   infección	   por	   Mycobacterium	   tuberculosis	   afecta	  

inicialmente	   a	   los	   pulmones	   (TBP);	   sin	   embargo,	   en	   un	   bajo	   número	   de	   casos	   la	  

diseminación	  hematógena	  del	  microorganismo	  a	  partir	  del	  foco	  primario	  de	   infección	  da	  

lugar	  a	  TB	  extra	  pulmonar	  (1).	  Las	  localizaciones	  extrapulmonares	  más	  frecuentes	  son	  los	  

ganglios	   linfáticos	   (linfadenitis	   tuberculosa),	   pleura	   (tuberculosis	   pleural),	   sistema	  

genitourinario	  (tuberculosis	  renal),	  sistema	  osteoarticular	  (tuberculosis	  ósea),	  y	  meninges	  

(tuberculosis	  meníngea).	  

Entre	   los	   factores	   asociados	   al	   desarrollo	   de	   esta	   enfermedad	   destacan	   el	   estado	   del	  

sistema	   inmunológico	   (inmunodeficiencias	  primarias,	   adquiridas,	  mala	  nutrición,	  etc.),	   la	  

edad,	  y	   factores	  socio-‐económicos	  que	   inciden	  directamente	  en	  el	  acceso	  a	   los	  servicios	  

de	  salud.	  

Se	  ha	  estimado	  que	  la	  tercera	  parte	  de	  la	  población	  mundial	  se	  encuentra	   infectada	  con	  

M.	  tuberculosis;	  sin	  embargo,	  sólo	  aproximadamente	  	  el	  10%	  	  de	  los	  individuos	  infectados	  

desarrollarán	  la	  enfermedad	  en	  su	  forma	  activa	  en	  algún	  momento	  de	  su	  vida.	  

A	  	  pesar	  de	  los	  esfuerzos	  internacionales	  para	  tratar	  de	  limitar	  el	  avance	  de	  la	  pandemia	  a	  

través	   de	   la	   búsqueda	   de	   los	   individuos	   infectados,	   el	   establecimiento	   del	   diagnóstico	  

temprano	   y	   la	   implementación	   del	   tratamiento	   acortado	   estrictamente	   supervisado	  
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(TAES),	   la	   TB	   causó	   1.3	   millones	   de	   muertes	   en	   el	   año	   2012,	   según	   datos	   de	   la	  

Organización	  Mundial	   de	   la	   Salud	   (OMS),	   de	   un	   total	   de	   8.6	  millones	   de	   personas	   que	  

desarrollaron	  la	  TBP(77).	  	  

El	  creciente	  aumento	  de	  casos	  de	  inmunodeficiencia	  adquirida	  causada	  	  por	  la	  	   infección	  

por	   el	   virus	   de	   la	   inmunodeficiencia	   humana	   (VIH),	   así	   como	   la	   aparición	   de	   cepas	   de	  

Mycobacterium	   tuberculosis	   resistente	   o	   multidrogoresistente	   (MDR)	   a	   los	   fármacos	  

antituberculosos,	  hacen	  cada	  vez	  más	  difícil	  el	  control	  de	  la	  enfermedad.	  La	  OMS	  estimó	  

que	   en	   el	   año	   2012	   había,	   1.1	  millones	   de	   nuevos	   casos	   de	   TB-‐VIH	   positivos	   y	   310,000	  

casos	  de	  TB-‐MDR	  en	  (77).	  	  

En	  México,	  según	  cifras	  de	  la	  Secretaría	  de	  Salud	  	  19,703	  personas	  enfermaron	  de	  TB	  en	  el	  

año	  2013,	  y	  los	  estados	  con	  mayor	  número	  de	  casos	  de	  TBP	  fueron:	  Baja	  California	  Norte,	  

Nuevo	   León,	   Tamaulipas,	   Guerrero,	   Veracruz	   	   y	   Chiapas.	   El	   estado	   de	   Nuevo	   León	   en	  

particular	  concentra	  un	  número	  importante	  de	  casos	  de	  tuberculosis.	  	  Tan	  solo	  en	  el	  año	  

2013	  se	  presentaron	  1,060	  casos	  de	  TBP	  en	  donde	  el	  grupo	  de	  edad	  más	  afectado	  fue	  el	  

de	   25	   a	   44	   años.	   Hasta	   el	  mes	   de	   septiembre	   del	   año	   en	   curso	   	   se	   han	   reportado	   838	  

nuevos	  casos	  en	  Nuevo	  León.	  (63).	  

1.2	   Mycobacterium	  tuberculosis	  	  

En	  términos	  taxonómicos	  Mycobacterium	  tuberculosis	  pertenece	  al	  	  Dominio	  Bacteria,	  Filo	  

Actinobacteria,	   Orden	   Actinomycetales,	   Suborden	   Corynebacterineae,	   Familia	  

Mycobacteriaceae	   y	   Género	   Mycobacterium.	   El	   Complejo	   Mycobacterium	   tuberculosis	  

incluye	  a	   las	  especies	  M.	  tuberculosis,	  M.	  caprae,	  M.	  africanum,	  M.	  bovis,	  M.	  bovis	  BCG,	  
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M.	   canetti,	   M.	   microtti	   y	   M.	   pinnipedii.	   Las	   especies	   que	   pertenecen	   al	   	   complejo	  

Mycobacterium	   tuberculosis	   son	   bacilos	   	   ligeramente	   curvos	   o	   rectos,	   intracelulares	  

obligados,	  aerobios,	  inmóviles,	  que	  miden	  de	  1-‐4	  x	  0.3-‐0.6	  μm	  aproximadamente.	  

No	  es	  posible	  clasificar	  las	  micobacterias	  en	  gram	  positivas	  o	  gram	  negativas	  ya	  que	  no	  se	  

tiñen	   adecuadamente	   con	   la	   tinción	   de	   Gram,	   	   pero	   pueden	   teñirse	   por	   el	   método	   de	  

Ziehl-‐Neelsen,	  en	  el	  que	  resisten	  	  a	  la	  decoloración	  final	  por	  ácido/	  alcohol,	  	  por	  lo	  que	  se	  

denominan	  “bacilos	  ácido	  alcohol	  resistentes”	  (B.A.A.R.).	  Esta	  propiedad	  de	  ácido	  alcohol	  

resistencia	   se	   debe	   en	   parte	   a	   la	   complejidad	   estructural	   de	   la	   pared	   celular,	   la	   cual	   es	  

muy	  rica	  en	  lípidos,	  lo	  que	  también	  la	  hace	  resistente	  a	  la	  mayoría	  de	  los	  desinfectantes,	  	  a	  

la	  desecación	  y	  a	   los	  detergentes	  catiónicos,	  aunque	  es	  sensible	  al	  calor	  y	  a	   la	   radiación	  

ultravioleta.	  

Mycobacterium	   tuberculosis	   obtiene	   energía	   de	   la	   oxidación	   de	   muchos	   compuestos	  

sencillos	  de	  carbono	  como	  glucosa	  y	  glicerol.	  Crece	  en	  medios	  simples	  suplementados	  con	  

glucosa,	   sales	   de	   amonio,	   sulfato	   de	   magnesio	   y	   fosfato	   de	   potasio.	   Forma	   colonias	  

rugosas	   no	   pigmentadas	   después	   de	   14	   a	   28	   días	   de	   incubación	   a	   37	   °C	   en	  medios	   de	  

Löwenstein-‐Jensen	  o	  Middlebrook.	  Su	  crecimiento	  es	  más	  favorable	  en	  una	  atmósfera	  de	  

con	  5	  a	  10%	  de	  dióxido	  de	  carbono	  (CO2),	  aunque	  sigue	  siendo	  muy	  lento,	  con	  un	  tiempo	  

medio	  de	  generación	  de	  16	  a	  24	  horas.	  

El	   genoma	   de	   la	   cepa	   de	   Mycobacterium	   tuberculosis	   H37Rv,	   que	   es	   utilizada	   como	  

referencia	  en	  múltiples	  estudios	  actuales	   fue	  publicado	  en	  1998,	  y	  consiste	  en	  4.4	  x	  106	  
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pares	   de	   bases,	   conteniendo	   aproximadamente	   4,000	   genes	   de	   los	   cuales	   solo	   se	   ha	  

descrito	  la	  función	  del	  40%	  de	  ellos	  (15).	  	  

1.3	   Respuesta	  inmune	  a	  la	  infección	  por	  M.	  tuberculosis	  	  

El	  espacio	  alveolar	  está	  provisto	  con	  mecanismos	  innatos	  de	  defensa	  que	  involucran	  a	  los	  

macrófagos	  alveolares,	   las	   células	  dendríticas,	   los	  neutrófilos,	   los	   linfocitos	  B,	   las	  células	  

epiteliales,	  las	  células	  alveolares	  tipo	  I	  y	  tipo	  II,	  así	  como	  factores	  solubles	  como	  la	  mucina,	  

lisozima,	  lactoferrina,	  proteínas	  surfactantes,	  defensinas,	  catelicidinas,	  inmunoglobulinas	  y	  

proteínas	   del	   sistema	   del	   complemento.	   Todos	   estos	   componentes	   participan	   en	   el	  

mantenimiento	  de	   la	  homeostasis	  pulmonar	  y	  en	   la	  eliminación	  de	  partículas	   infecciosas	  

que	  entran	  por	  el	  tracto	  respiratorio.	  	  	  	  

La	   tuberculosis	   pulmonar	   se	   adquiere	   por	   la	   inhalación	   de	   micropartículas	   infecciosas	  

(<5µm)	   producidas	   al	   toser	   o	   estornudar,	   por	   parte	   de	   un	   individuo	   con	   tuberculosis	  

pulmonar	   activa.	  Una	   vez	   que	  M.	   tuberculosis	   atraviesa	   la	   barrera	  mucociliar	   del	   tracto	  

respiratorio	   se	   enfrenta	   a	   	   los	  macrófagos	   alveolares,	   los	   cuales	   constituyen	   la	   primera	  

línea	  de	  defensa	  y	  este	  primer	  contacto	  es	  relevante	  para	  lograr	  el	  control	  de	  la	  infección	  

o	   	   para	   que	   se	   desarrolle	   la	   enfermedad	   activa.	   La	   fagocitosis	   de	  M.	   tuberculosis	   es	  

principalmente	   llevada	   a	   cabo	   por	   los	   macrófagos	   alveolares	   a	   través	   de	   diversos	  

mecanismos	  utilizando	  diversos	  receptores	  como	  son:	  CD14,	   	  receptores	  para	   la	  fracción	  

constante	   de	   las	   inmunoglobulinas	   (Fc)	   cuando	   la	  micobacteria	   ha	   sido	   opsonizada	   por	  

anticuerpos	  (Acs),	  receptores	  de	  complemento	  (CR1,	  CR3	  y	  CR4),	  ya	  que	  al	  activarse	  la	  vía	  

alterna	  del	  complemento	  C3b	  y	  C3bi	  son	  depositados	  en	  la	  superficie	  de	  la	  micobacteria	  y	  



5	  
	  

éstos	   son	   reconocidos	   por	   CR1	   y	   CR3/CR4	  presentes	   en	   la	   superficie	   en	   los	  macrófagos	  

alveolares,	   el	   receptor	  de	  manosa	   (CD206)	  que	   interaccionan	   con	  el	   lipoarabinomanano	  

(LAM)	   de	   la	  micobacteria	   ,	   receptores	   scavengers	   (CD36)	   y	   receptores	   para	   la	   proteína	  

surfactante	  A	  (SP-‐A).	  Tabla	  1	  (4,	  22).	  	  	  

Tabla	  1.	  Receptores	  celulares/ligandos	  de	  Mycobacterium.	  

Glicolípidos	   Receptores	  celulares	  

ManLAM	   Receptor	  de	  manosa	  (CD206)	  

ManLAM	   DC-‐SIGN	  (CD209)	  

AraLAM	   CD14-‐TLR2	  

Sulfolípidos	   SR-‐A	  (Scavenger)	  

Dimicolato	  de	  trealosa	  (Factor	  cuerda)	   Mincle	  
	  

La	   interacción	   entre	   	  M.	   tuberculosis	   	   y	   el	   sistema	   inmune	   innato	   inicia	   la	   respuesta	  

inflamatoria	  local,	  que	  se	  caracteriza	  por	  un	  reclutamiento	  de	  células	  mieloides	  a	  pulmón,	  

en	  particular	  de	  neutrófilos	  polimorfonucleares	   (PMN),	  y	  monocitos.	  Posteriormente,	   las	  

bacterias	  viables	  se	  diseminan	  hacia	  los	  ganglios	  linfáticos	  regionales,	  donde	  los	  linfocitos	  

T	  son	  activados	  vía	  MHC	  y	  se	  generan	  linfocitos	  T	  efectores	  que	  también	  serán	  reclutados	  

al	   pulmón.	   En	   la	   respuesta	   inmune	   adaptativa	   las	   principales	   poblaciones	   celulares	   que	  

intervienen	  son	  los	  linfocitos	  T	  CD4+,	  cuya	  función	  principal	  es	  secretar	  citocinas	  tipo	  Th1	  

como	  son	  el	  interferón	  gama	  (IFN-‐γ)	  y	  la	  interleucina	  2	  (IL-‐2),	  	  así	  como	  linfocitos	  T	  CD8+	  

con	  actividad	  citotóxica	  contra	  las	  células	  infectadas	  (7).	  
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En	  la	  mayoría	  de	  los	  casos	  el	  proceso	  infeccioso	  es	  controlado	  por	  el	  sistema	  inmune,	  sin	  

embargo	  Mycobacterium	  tuberculosis	  tiene	  la	  capacidad	  de	  persistir	  de	  manera	  indefinida	  

dentro	  de	  los	  macrófagos	  gracias	  a	  una	  diversidad	  de	  mecanismos	  que	  le	  permiten	  evadir	  

la	   respuesta	   inmune	   del	   hospedero,	   generando	   una	   infección	   crónica	   latente	   a	   nivel	  

pulmonar	   (TB	   latente).	  Los	   individuos	  con	  TB	   latente	  no	  presentan	   la	   forma	  clínica	  de	   la	  

tuberculosis,	  por	  lo	  que	  en	  este	  estadio	  no	  transmiten	  el	  patógeno	  a	  la	  población,	  ya	  que	  

las	  micobacterias	   permanecen	   confinadas	   por	   el	   sistema	   inmune	   dentro	   de	   estructuras	  

especializadas	  denominadas	  granulomas	  (27).	  	  	  

Cuando	   ocurre	   una	   disminución	   de	   la	   respuesta	   inmune	   celular	   (tratamiento	  

inmunosupresor,	  VIH/SIDA,	  desnutrición	   severa,	  entre	  otros),	   los	  granulomas	  pierden	  su	  

complejidad	   estructural,	   se	   desorganizan,	   y	   finalmente	   ocurre	   la	   reactivación	   de	   las	  

lesiones	  pulmonares,	  con	  la	  aparición	  de	  los	  signos	  y	  síntomas	  asociados	  a	  la	  tuberculosis	  

pulmonar	  activa,	  y	  el	  individuo	  constituye	  una	  fuente	  de	  contagio	  para	  la	  población.	  

	  

1.4	   	  Mecanismos	  de	  evasión	  de	  M.	  tuberculosis	  

Una	  vez	  que	   los	  macrófagos	  alveolares	   fagocitan	  a	  M.	  tuberculosis	   se	   inicia	  una	  serie	  de	  

mecanismos	   bactericidas	   por	   parte	   del	   sistema	   inmune	   innato.	   Uno	   de	   los	   más	  

importantes	  se	  conoce	  como	  “estallido	  respiratorio”,	  cuyo	  objetivo	  es	  la	  eliminación	  de	  las	  

bacterias	   fagocitadas.	  El	  mecanismo	  requiere	  el	  adecuado	  ensamblaje	  y	  activación	  de	   la	  

enzima	  NADPH	  oxidasa	  para	  producir	  anión	  superóxido	  (O2-‐)	  y	  de	  la	  sintasa	  inducible	  de	  

óxido	   nítrico	   (iNOS)	   para	   producir	   óxido	   nítrico	   (NO).	   Se	   ha	   demostrado	   que	   M.	  
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tuberculosis	   inhibe	   de	   diferentes	   maneras	   a	   los	   intermediarios	   reactivos	   del	   nitrógeno	  

(RNI)	   y	   a	   los	   intermediarios	   reactivos	   del	   oxígeno	   (ROI),	   impidiendo	   de	   esta	  manera	   el	  

estadillo	   respiratorio.	   En	   particular,	   la	   proteína	  NoxR	   codificada	   por	   el	   gen	  noxR1	   se	   ha	  

encontrado	   en	   cepas	   virulentas	   de	   	   M.	   tuberculosis	   y	   se	   ha	   demostrado	   que	   confiere	  

resistencia	  contra	  los	  radicales	  libres	  (21).	  

Se	  ha	  descrito	  que	  el	  sistema	  de	  secreción	  SecA2	  es	   importante	  para	   la	   liberación	  de	  las	  

enzimas	   superóxidodismutasa	   (SodA)	   y	   catalasa	  peroxidasa	   (KatG).	   La	   función	  de	  ambas	  

enzimas	  es	  mantener	  el	  fagosoma	  sin	  producción	  de	  radicales	   libres.	  Debido	  a	  que	  SodA	  

actúa	  sobre	  O2-‐	  para	  convertirlo	  en	  H2O2	  y	  O2,	  H2O2	  	  inmediatamente	  es	  transformado	  en	  

H2O	   y	  O2	   por	   la	   enzima	   KatG.	   De	   esta	  manera,	   el	   ambiente	   intracelular	   está	   exento	   de	  

radicales	  libres,	  lo	  cual	  es	  benéfico	  para	  la	  sobrevivencia	  de	  la	  micobacteria	  (47).	  

Una	  vez	  que	  la	  bacteria	  se	  encuentra	  en	  el	  fagosoma	  de	  las	  células	  fagocíticas,	  se	  inicia	  un	  

proceso	   de	   maduración	   fagosomal	   cuya	   finalidad	   es	   la	   fusión	   del	   fagosoma	   con	   los	  

lisosomas,	  los	  cuales	  contienen	  una	  gran	  cantidad	  de	  enzimas	  líticas	  que	  son	  funcionales	  a	  

pH	  entre	  4.5	  a	  5.0,	   lo	  que	  favorece	  un	  ambiente	  ácido	  idóneo	  para	  la	  destrucción	  de	  los	  

patógenos;	   sin	   embargo	   se	   ha	   demostrado	   que	  M.	   tuberculosis	   tiene	   la	   capacidad	   de	  

detener	  el	  proceso	  de	  maduración	  fagosomal	  permaneciendo	  en	  un	  estadio	  de	  fagosoma	  

temprano	  (75).	  

Inicialmente	  se	  observó	  que	  la	  falta	  de	  acidificación	  en	  los	  fagosomas	  que	  contenían	  a	  la	  

micobacteria	   se	   debía	   a	   una	   exclusión	   de	   la	   ATPasa	   vacuolar,	   lo	   que	   daba	   lugar	   a	   una	  

degradación	   y	   presentación	   deficiente	   de	   los	   antígenos	   (49).	   Otra	   estrategia	   propuesta	  
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como	  responsable	  de	  evitar	  la	  fusión	  fagosoma-‐lisosoma	  es	  	  la	  retención	  de	  proteínas	  Rab,	  

las	  cuales	  son	  GTPasas	  de	  bajo	  peso	  molecular	  que	  están	   relacionadas	  en	  el	  proceso	  de	  

fusión	  de	  membranas	  y	  el	  transporte	  vesículas.	  Estas	  proteínas	  se	  han	  identificado	  como	  

marcadores	  importantes	  de	  la	  maduración	  fagosomal,	  por	  ejemplo:	  Rab5	  se	  encuentra	  en	  

fagosomas	   tempranos,	   mientras	   que	   Rab7	   en	   fagosomas	   tardíos.	   Se	   ha	   visto	   que	   la	  

micobacteria	   secreta	   un	   factor	   que	   inactiva	   la	   interacción	   de	   Rab7	   con	   RILP	   (Rab7-‐

interacting	  lysosomal	  protein),	  unión	  necesaria	  para	  que	  ocurra	  la	  fusión	  con	  los	  lisosomas	  

(68).	   También	   existe	   evidencia	   experimental	   que	   sugiere	   que	   Rab14	   es	   reclutada	   y	  

mantenida	  por	  largos	  periodos	  en	  los	  fagosomas	  que	  contienen	  M.	  tuberculosis;	  al	  parecer	  

la	  bacteria	  inhabilita	  a	  Rab14	  para	  que	  promueva	  la	  interacción	  fagosoma-‐lisosoma	  (33).	  	  

También,	  se	  ha	  observado	  que	  macrófagos	  infectados	  in	  vitro	  con	  M.	  tuberculosis	  inhiben	  

la	   expresión	   de	   las	   moléculas	   presentadoras	   de	   antígeno	   de	   clase	   II	   (MHC-‐II),	  

probablemente	   por	   un	   defecto	   en	   el	   transporte	   endocítico	   (30).	   La	   disminución	   en	   la	  

expresión	  de	  MHC-‐II	   disminuye	   la	  presentación	  de	   antígenos	   a	   los	   linfocitos	   T	  CD4+,	   en	  

consecuencia	   hay	  menor	   activación	   celular,	   producción	   de	   citocinas	   y	   reducción	   de	   los	  

mecanismos	  micobactericidas,	  favoreciendo	  la	  sobrevivencia	  de	  M.	  tuberculosis	  dentro	  de	  

los	  macrófagos	  infectados.	  

1.5	   Factores	  de	  patogenicidad/virulencia	  	  

La	   pared	   celular	   de	   M.	   tuberculosis	   es	   una	   de	   las	   más	   complejas	   entre	   los	  

microorganismos	  conocidos.	  Es	  dos	  veces	  más	  gruesa	  y	  resistente	  que	  la	  de	  las	  bacterias	  

Gram	  negativas	   y	   constituye	  una	   verdadera	   coraza	   lipídica,	   difícilmente	  penetrable,	   que	  
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otorga	  a	  la	  micobacteria	  su	  típica	  resistencia	  a	  la	  acción	  del	  alcohol	  y	  los	  ácidos	  (75).	  Los	  

lípidos	   que	   contiene	   en	   su	   pared	   celular	   constituyen	   el	   30-‐60%	   del	   peso	   seco	   de	   la	  

bacteria.	   Los	   principales	   componentes	   de	   dicha	   pared	   son	   peptidoglicanos,	  

arabinogalactanos	   y	   ácidos	  micólicos,	   unidos	   entre	   sí	   por	  medio	   de	   enlaces	   covalentes.	  	  

Además,	   posee	   un	   alto	   contenido	   de	   glicolípidos,	   en	   particular	   a-‐a	  -́‐dimicolato	   de	  

trehalosa	  (DMT)	  y	  a-‐a	  -́‐monomicolato	  de	  trehalosa	  (MMT).	  	  

Otro	  glicolípido	  muy	  importante	  de	  la	  pared	  celular	  de	  Mycobacterium	  tuberculosis	  es	  el	  

lipoarabinomanano	  (LAM),	  el	  cual	  está	  compuesto	  de	  3	  dominios:	  dominio	  de	  cubierta	  o	  

“capucha”,	  	  	  una	  estructura	  carbonatada	  y	  un	  dominio	  de	  fosfatidilinositolmanósido	  con	  el	  

cual	   este	   glicolípido	   está	   anclado	   a	   la	   membrana	   plasmática.	   Se	   han	   identificado	   3	  

diferentes	   tipos	   de	   LAM	   por	   su	   	   dominio	   de	   cubierta:	   el	   LAM	   recubierto	   con	   manosa	  

(manLAM),	   el	   LAM	   	   recubierto	   con	   fosfo-‐mio-‐inositol	   (PILAM)	   y	   el	   LAM	   no	   recubierto	  

(AraLAM),	   como	   se	   esquematiza	   en	   la	   Figura	   1.	   Estas	   variantes	   	   estructurales	   no	   están	  	  

presentes	   en	   todas	   las	   especies	   de	   micobacterias	   y	   se	   sabe	   	   que	   	   tienen	   importantes	  

propiedades	   inmunosupresoras.	   En	   el	   caso	   de	   las	   micobacterias	   patógenas	   de	   lento	  

crecimiento	   como	  M.	   tuberculosis	   y	  M.	   leprae,	   así	   como	   en	   	  M.bovis-‐BCG,	   el	   LAM	   está	  

recubierto	   externamente	   por	   unidades	   de	   manosa	   (manLAM)	   lo	   que	   favorece	   su	  

interacción	   con	   el	   receptor	   de	   manosa	   de	   macrófagos	   (CD206),	   a	   diferencia	   de	   LAM	  

recubierto	  con	  arabinosa,	  el	  cual	  es	  característico	  de	  las	  micobacterias	  no	  patógenas	  como	  

M.	  chelonae.	  Otra	  micobacteria	  de	  crecimiento	  rápido	  y	  poco	  virulenta	  como	  el	  caso	  de	  

M.	   smegmatis	   y	  M.	   fortuitum	   presentan	   un	   “cap”	   de	   residuos	   de	   myo-‐inositol	   fosfato	  

(PILAM)	  (75).	  
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Figura	   1.	   Representación	   esquemática	   del	   LAM.	   El	   LAM	   es	   un	   glicolípido	   presente	   en	   la	   pared	  
celular	  de	  diferentes	  especies	  de	  Mycobacterium,	  el	  cual	  está	  compuesto	  de	  3	  dominios:	  dominio	  
de	  cubierta	  o	  “capucha”,	  	  	  una	  estructura	  carbonatada	  y	  un	  dominio	  de	  fosfatidilinositolmanósido	  
con	   el	   cual	   este	   glicolípido	   está	   anclado	   a	   la	   membrana	   plasmática.	   Se	   han	   identificado	   3	  
diferentes	  tipos	  de	  LAM	  por	  su	  	  dominio	  de	  cubierta:	  el	  LAM	  recubierto	  con	  manosa	  (manLAM),	  el	  
LAM	  	  recubierto	  con	  fosfo-‐mio-‐inositol	  (PILAM)	  y	  el	  LAM	  no	  recubierto	  (AraLAM).	  

	  

Dado	   que	   	   las	   especies	   	   patogénicas	   de	   micobacterias	   son	   parásitos	   facultativos	  

intracelulares	  que	  infectan	  y	  residen	  en	  células	  hospedadoras,	  	  algunas	  de	  estas	  moléculas	  

pueden	   representar	   factores	   de	   	   virulencia	   potenciales,	   como	   se	   ha	   demostrado	   por	   la	  

capacidad	  que	  tienen	  algunos	  de	  estas	  moléculas	  para	  inhibir	  la	  actividad	  microbicida	  de	  

los	  macrófagos,	  y	  la	  proliferación	  de	  las	  células	  T	  (60).	  Estas	  actividades	  biológicas	  pueden	  

derivar	   al	   menos	   en	   parte	   de	   la	   modulación	   de	   funciones	   celulares	   a	   través	   de	   las	  

interacciones	   entre	   membranas	   del	   hospedero	   y	   lípidos	   de	   membrana	   expuestos	   cuya	  

estructura	  es	  diferente	  a	  los	  componentes	  de	  membranas	  de	  células	  de	  mamíferos	  (18).	  
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En	   diversos	   estudios	   se	   ha	   demostrado	   que	   	   numerosos	   lípidos	   micobacterianos	  	  

interfieren	   con	   la	  maduración	   y	   función	   biológica	   de	   las	   células	   dendríticas.	   Las	   células	  

dendríticas	   son	   iniciadoras	   y	   reguladoras	   clave	   de	   la	   respuesta	   inmune	   celular	   ya	   que	  	  

tienen	   la	   capacidad	   de	   activar	   a	   las	   células	   T	   naïve	   	   contra	   los	   antígenos	   microbianos,	  

produciendo	  citocinas	  proinflamatorias	  y	  quimiocinas	  que	  atraen	  a	  las	  células	  efectoras	  de	  

la	  respuesta	  inmune	  innata	  al	  sitio	  de	  la	  infección	  inicial	  (56).	  

Las	   moléculas	   de	   la	   micobacteria	   que	   poseen	   manooligosacáridos	   terminales	   parecen	  

desempeñar	  un	  papel	  importante	  en	  la	  inhibición	  del	  TNF–α	  e	  IL–12	  en	  células	  dendríticas	  

y	  en	  macrófagos,	  pero	   incrementan	   la	  producción	  del	   factor	  estimulante	  de	  colonias	  de	  

granulocitos	   y	  macrófagos	   (GM–CSF)	   y	   de	   IL–10	   (3).	   El	   GM–CFS	   y	   la	   IL–10	   favorecen	   la	  

prevalencia	   de	   la	   infección;	   la	   primera	   estimula	   la	   producción	   de	   granulocitos	   y	   células	  

mononucleares	  precursoras	  de	   los	  macrófagos,	   los	  cuales	   llegan	  a	  convertirse	  en	  células	  

hospederas	   de	   las	   micobacterias	   (11).	   La	   IL–10	   inhibe	   la	   producción	   de	   otras	   citocinas	  

como	   IL–12	   y	   TNF–α;	   también	   inhibe	   la	   expresión	   de	   moléculas	   coestimuladoras	   de	  

manera	  selectiva	  como	  la	  ruta	  coestimuladora	   	  CD28	  al	  bloquear	   la	   fosforilación	  de	  esta	  

molécula.	  También	  puede	  inhibir	  la	  expresión	  de	  otras	  moléculas	  coestimuladoras	  	  en	  las	  

células	   dendríticas	   y	   macrófagos	   así	   como	   moléculas	   MHC	   clase	   II,	   por	   lo	   que	   los	  

macrófagos	  se	  ven	  limitados	  en	  su	  función	  como	  células	  presentadoras	  de	  antígeno	  (48).	  

Una	  de	  las	  principales	  funciones	  de	  la	  IL–12	  es	  inducir	  la	  diferenciación	  de	  los	  linfocitos	  T	  

CD4	  a	  células	  efectoras	  Th1.	  Esta	  población	  Th1	  está	  directamente	  asociada	  con	  el	  control	  

de	   las	   infecciones	   intracelulares,	   por	   lo	   que	   la	   ausencia	   de	   esta	   subpoblación	   también	  

favorece	  la	  prevalencia	  de	  la	  infección	  (1).	  
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La	  AraLAM	  junto	  con	  el	  IFN–γ	  sinergiza	  para	  la	  producción	  de	  óxido	  nítrico	  en	  ausencia	  de	  

TNF–α,	  en	  cambio	  ManLAM	  requiere	  de	  ambas	  citocinas	  (8).	  Esto	  es	  una	  ventaja	  para	  las	  

cepas	  que	   contienen	  ManLAM	  porque	   sobreviven	   con	  mayor	   facilidad	  en	  el	   interior	   del	  

macrófago	  que	  las	  cepas	  que	  expresan	  AraLAM.	  	  

La	   interacción	   de	   manosas	   terminales	   del	   ManLAM	   con	   receptores	   de	   manosa	   del	  

macrófago	   inhiben	   la	  producción	  de	   IL–12	  cuando	  dichos	  macrófagos	  han	  sido	  activados	  

con	   algún	   estímulo	   previo,	   y	   en	   cambio	   inducen	   la	   producción	   de	   la	   citocina	  

antiinflamatoria	   TGF–β,	   por	   lo	   que	   se	   ha	   propuesto	   que	   el	   ManLAM	   contribuye	   a	   la	  

persistencia	  intracelular	  de	  M.	  tuberculosis	  (48),	  probablemente	  mediante	  la	  activación	  de	  

la	  tirosina	  fosfatasa	  1	  (SHP–1),	  que	  promueve	  la	  desfosforilación	  de	  múltiples	  proteínas	  de	  

señalamiento	  intracelular	  como	  a	  las	  Cinasas	  de	  proteína	  activadas	  por	  mitógeno	  (MAPK),	  

las	  cuales	  están	  involucradas	  en	  la	  transducción	  de	  señal	  por	  el	  receptor	  de	  la	  	  	  IL–12	  (IL-‐

12R).	  	  

1.6	   El	  receptor	  de	  manosa	  de	  macrófagos	  (MRC-‐1,	  CD206).	  

	  

Los	   receptores	   reconocimientos	   de	   patrón	   (PRRs,	   Pattern	   recognition	   receptors)	   están	  

localizados	  en	  la	  superficie	  de	  las	  células	  presentadoras	  de	  antígeno	  (macrófagos,	  células	  

dendríticas,	   entre	   otras)	   y	   constituyen	   el	   elemento	   principal	   para	   el	   reconocimiento	   de	  

patógenos	  por	  el	  sistema	  inmune	  innato.	  Se	  han	  descrito	  diversas	  familias	  de	  PRRs,	  entre	  

los	  que	   se	   incluyen:	   los	   	  Receptores	   tipo	  Toll	   (TLRs,	   Toll-‐like	   receptors),	  Receptores	   tipo	  

NOD	  (NLRs,	  Nod-‐like	  receptors)	  y	   los	  receptores	  de	  lectina	  de	  tipo	  C	  (CLRs,	  C-‐Type	  lectin	  

receptors),	  a	  ésta	  última	  familia	  corresponde	  el	  receptor	  de	  manosa	  CD206	  (65).	  
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Los	   receptores	   de	   manosa	   son	   proteínas	   transmembrana	   tipo	   I	   que	   poseen	   dominios	  

estructurales	   y	   funcionalmente	   relacionados	   como	   el	   reconocimiento	   de	   azúcares	  

(manosa,	  fucosa,	  N-‐acetilglucosamina)	  en	  su	  porción	  extracelular.	  El	  receptor	  de	  manosa	  

(CD206),	  el	  receptor	  de	  fosfolipasa	  A2	  del	  tipo	  M	  (PLA2R),	  DEC-‐205	  y	  Endo180	  pertenecen	  

a	  la	  superfamilia	  de	  las	  lectinas	  de	  tipo	  C	  (dependientes	  de	  Ca++).	  	  

El	  Receptor	  de	  manosa	  de	  macrófagos	  (MRC1)	  también	  identificado	  como	  CD206,	  es	  	  una	  

proteína	  transmembrana	  	  de	  175	  kDa	  codificada	  en	  el	  genoma	  humano	  en	  el	  cromosoma	  

10p13.	  Fue	  reconocido	  por	  primera	  vez	  a	  finales	  de	  1970	  como	  un	  receptor	  endocítico	  en	  

macrófagos	  alveolares	  de	  conejo,	  e	  implicado	  en	  la	  liberación	  de	  glicoproteínas	  endógenas	  

(42).	   Obtuvo	   su	   nombre	   debido	   a	   que	   	   reconoce	   estructuras	   de	   péptido	   glicano	   que	  

contienen	   fucosa,	   manosa	   y	   N-‐acetilglucosamina,	   las	   cuales	   ahora	   se	   sabe	   que	   se	  

encuentran	   en	   las	   paredes	   celulares	   de	   microorganismos	   tan	   diversos	   como	   hongos,	  

micobacterias,	   parásitos,	   levaduras.	   Dichas	   moléculas	   son	   denominadas	   PAMPs	  

(Pathogen-‐associated	   molecular	   patterns),	   y	   son	   reconocidas	   por	   el	   sistema	   inmune	  

innato	  por	  los	  receptores	  de	  reconocimiento	  de	  patrón	  (PRRs).	  

1.6.1	  Estructura	  del	  receptor	  de	  manosa	  

El	  MRC1	  consiste	  en	  una	  cadena	  polipeptídica	  con	  4	  regiones	  bien	  definidas:	  una	  región	  

extracelular	   que	   contiene	   un	   dominio	   rico	   en	   cisteína	   (RC),	   un	   dominio	   que	   contiene	  

repeticiones	  de	  fibronectina	  de	  tipo	  dos	  (FN-‐II),	  ocho	  dominios	  de	  lectina	  (reconocimiento	  

de	  carbohidratos)	  de	  tipo	  C	  (CTLDs,	  C-‐Type	  lectin	  domain),	  un	  dominio	  transmembrana	  y	  

una	  cola	  citoplasmática	  muy	  corta	  (20).	  
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El	  dominio	  del	  MRC1	  en	  el	  extremo	   	  N-‐	   terminal	  de	  20-‐21	  aminoácidos	   ricos	  en	  cisteína	  

permite	  la	  oligomerización	  por	  formación	  de	  puentes	  disulfuro.	  El	  	  dominio	  extracelular	  RC	  

puede	  reconocer	  azúcares	  sulfatados	  como	  SO4-‐4-‐GalNAc	   (N-‐acetil	  galactosamina),	  SO4-‐

3-‐GalNAc	   y	   SO4-‐3-‐Gal,	   por	   lo	   tanto	   permite	   el	   reconocimiento	   de	   las	   hormonas	  

glicoproteícas	   producidas	   por	   la	   pituitaria	   anterior,	   como	   la	   lutropina,	   sulfatos	   de	  

condroitín	  A	  y	  B	  y	  oligosacáridos	  sulfatados	  de	  grupo	  sanguíneo	  tipos	  Lewisa	  y	  Lewis	  x	  los	  

cuales	  contienenSO4-‐3-‐Gal	  y	  GlcNAc	  (N-‐acetil	  glucosamina)	   (36).	  El	  dominio	  RC	  se	  pliega	  

en	  una	  forma	  de	  β	  -‐trébol	  triple	  simétrica	  (37).	  La	  unión	  del	  ligando	  a	  este	  dominio	  se	  lleva	  

a	   cabo	  en	  un	  bolsillo	  neutral	  en	  el	   tercer	   lóbulo.	  El	   residuo	  de	  Triptófano	  117	  hace	  una	  

interacción	   con	   el	   anillo	   de	   galactosa	   del	   ligando	   lo	   cual	   es	   esencial	   para	   la	   función	  del	  

dominio	  RC.	  Por	  debajo	  del	   dominio	  RC	   se	  encuentra	  el	   dominio	  de	   Fibronectina	   tipo	   II	  

(FN-‐II)	  de	  aproximadamente	  cuarenta	  residuos	  de	  longitud	  que	  contiene	  cuatro	  cisteínas	  

conservadas	  involucrada	  en	  la	  formación	  de	  enlaces	  disulfuro.	  Este	  dominio	  participa	  en	  la	  

unión	  a	  colágeno	  especialmente	  de	  los	  tipos	  I,	  II,	  III,	  IV	  (13).	  

	  El	  MRC1	  cuenta	  con	  una	  tercera	  región	  extracelular	  que	  está	  compuesta	  de	  8	  dominios	  de	  

lectinas	   tipo	   C	   (CTLD).	   De	   los	   8	   dominios	   CTLD	   	   solo	   del	   CTLD-‐4	   al	   CTLD-‐8	   están	  

involucrados	   de	   manera	   directa	   en	   el	   reconocimiento	   de	  manosa,	   ya	   que	   su	   mutación	  

selectiva	  bloquea	   la	  capacidad	  del	   receptor	  para	   la	  unión	  a	  su	   ligando	   	   (58).	  A	  través	  de	  

estas	  regiones	  	  el	  MRC1	  	  se	  une	  a	  ligandos	  de	  origen	  microbiano	  que	  contienen	  residuos	  

de	   manosa;	   aunque	   también	   puede	   mediar	   el	   reconocimiento	   de	   fucosa,	   N-‐	   acetil	  

glucosamina,	   lutropina,	   tiroglobulina,	   mieloperoxidasa	   e	   hidrolasas	   lisosomales.	   Esta	  

capacidad	  de	  unir	  ligandos	  es	  dependiente	  de	  la	  presencia	  del	  ión	  Ca++.	  	  
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El	   resto	  de	   la	  proteína	  está	   constituida	  por	  un	  dominio	   transmembrana	  del	   tipo	   I	   y	  una	  

porción	  intracelular	  de	  45	  aminoácidos	  que	  participa	  en	  la	  endocitosis	  desde	  la	  membrana	  

plasmática	   vía	   vesículas	   recubiertas	   de	   clatrina	   hasta	   el	   sistema	   endosomal,	   lo	   cual	   es	  

mediado	   por	   dos	  motivos	   en	   la	   porción	   citoplasmática	   del	   receptor	   que	   desencadenan	  

distintas	  vías	  de	  transducción	  de	  señales	  (23).	  	  

En	   análisis	   hidrodinámicos	   	   realizados	   en	   ausencia	   de	   calcio,	   el	   MRC1	   muestra	   una	  

conformación	   extendida	   y	   monomérica	   con	   asimetría	   molecular,	   mientras	   que	   en	  

presencia	  de	  calcio	  	  se	  observa	  un	  cambio	  en	  su	  coeficiente	  de	  sedimentación,	  por	  lo	  que	  	  

se	   ha	   postulado	   que	   la	   formación	   de	   agregados	   podría	   estar	   implicada	   en	   su	   función	  

fisiológica	  (37).	  

1.6.2	  Expresión	  del	  receptor	  de	  la	  manosa	  

Se	  ha	  demostrado	  que	  el	  MRC1	  se	  expresa	  en	  macrófagos	  tisulares,	  como	  son:	  las	  células	  

de	   Kupffer,	  microglia	   perivascular,	   lámina	   propia,	   	  macrófagos	   dérmicos,	   peritoneales	   y	  

alveolares.	  Sin	  embargo	   	   la	  expresión	  del	  MRC1	  no	  está	  restringida	  a	   los	  macrófagos	   	  ya	  

que	   también	   está	   presente	   en	   el	   endotelio	   hepático	   y	   linfático,	   células	   mesangiales	  

glomerulares	   en	   los	   riñones,	   células	   del	   músculo	   liso	   de	   la	   tráquea	   y	   en	   el	   epitelio	  

pigmentado	  de	  la	  retina	  (42).	  

La	  expresión	  del	  MRC1	  puede	  ser	  regulada	  por	  citocinas	  del	  tipo	  Th1	  como	  el	   interferón	  

gamma	   (IFN-‐γ)	   que	   inhibe	   su	   expresión	   (61),	   	   así	   como	   por	   citocinas	   tipo	   Th2	   como	   la	  

interleucina	  (IL-‐4)	  que	  induce	  su	  expresión	  	  (41,	  62).	  También	  se	  ha	  demostrado	  que	  otras	  

citocinas	  como	  IL-‐13,	  IL-‐10,	  IFN-‐α,	  IFN-‐β	  y	  la	  prostaglandina	  E	  (PGE)	  inducen	  la	  expresión	  
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del	   MRC1.	   Algunos	   agentes	   inmunosupresores	   como	   la	   dexametasona	   y	   la	   1,25-‐di-‐

hidroxivitamina	  D3	  aumentan	  el	  nivel	  de	  expresión	  del	  MRC1	  (59).	  

	  	  

1.6.3	  Papel	  biológico	  del	  receptor	  de	  la	  manosa	  

El	  receptor	  	  de	  manosa	  está	  implicado	  en	  procesos	  homeostáticos,	  tales	  como	  el	  	  acarreo	  

de	   los	   productos	   endógenos	   como	   es	   el	   reconocimiento	   de	   lipoproteínas	   y	   la	   adhesión	  

celular,	  así	  como	  en	  funciones	   inmunológicas	  como	  el	  reconocimiento	  de	  patógenos	  y	   la	  

presentación	  de	  antígenos.	  	  

Al	  ser	  altamente	  expresado	  en	  células	  presentadoras	  de	  antígeno	  profesionales,	  el	  MRC1	  

juega	   un	   papel	   fundamental	   en	   el	   funcionamiento	   del	   sistema	   inmune	   innato	   y	  

adaptativo.	  Como	  parte	  del	  sistema	  inmune	  innato	  	  el	  MRC1	  a	  través	  de	  sus	  CTLDs	  ha	  sido	  

involucrado	  en	  el	  reconocimiento	  y	  fagocitosis	  de	  una	  gran	  variedad	  de	  microorganismos	  

patógenos	   	   como	   Candida	   albicans,	   Pneumocystis	   carinii,	   la	   proteína	   gp120	   del	   VIH,	   el	  

lipoarabinomanano	   	   de	   las	   micobacterias,	   Francisella	   tularensis,	   Leishmania	   spp.,	   	   el	  

polisacárido	  capsular	  de	  algunas	  cepas	  de	  Streptococcus	  pneumoniae	  y	  	  la	  endotoxina	  de	  

algunas	  cepas	  de	  Klebsiella	  pneumoniae	  (25).	  	  

En	  algunos	  estudios	   con	   ratones	   knock	   -‐out	  para	  el	   receptor	  de	   la	  manosa	   	   (RM-‐KO)	   se	  

demostró	   que	   	   el	   MRC1	   contribuye	   a	   la	   protección	   contra	   la	   enfermedad	   pulmonar	  

causada	  por	  Cryptococcus	  neoformans,	  ya	  que	  se	  observó	  que	  los	  ratones	  RM-‐KO	  morían	  
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rápidamente	  	  y	  tenían	  una	  muy	  alta	  carga	  fúngica	  en	  el	  pulmón	  después	  de	  4	  semanas	  de	  

infección	  (19).	  

Los	  receptores	  de	  manosa	  se	  	  reciclan	  constitutivamente	  entre	  la	  membrana	  plasmática	  y	  

los	   compartimentos	   endocíticos	   tempranos	   aun	   en	   ausencia	   de	   algún	   ligando.	   Se	  

encuentran	  mayormente	  dentro	  de	   la	   vía	   endocítica.	   Solo	   el	   15	  %	  aproximadamente	   se	  

encuentra	  en	  la	  superficie	  celular	  (52).	  

Mediante	   estudios	   por	   microscopia	   de	   fluorescencia	   	   se	   ha	   demostrado	   que	   el	   	   MRC1	  

intracelular	   	   es	   dominantemente	   expresado	   en	   endosomas	   tempranos,	   tanto	   en	  

macrófagos	   sin	   tratamiento,	   como	   en	   macrófagos	   cultivados	   bajo	   condiciones	   sobre	  

reguladas	  para	  la	  expresión	  del	  MRC1	  (32).	  Sin	  embargo	  en	  otro	  análisis	  con	  	  macrófagos	  	  

tratados	  con	  citocinas	  el	  MRC1	  también	  se	  detectó	  en	  	  endosomas	  tardíos.	  Lo	  que	  sugiere	  

que	   el	   rápido	   y	   constante	   reciclaje	   del	   receptor	   permite	   la	   sucesiva	   acumulación	  de	   los	  

ligandos	   naturales	   o	   de	   los	   antígenos	   manosilados	   en	   compartimentos	   endocíticos	  

intracelulares	   que	   le	   dan	   acceso	   para	   iniciar	   la	   vía	   de	   procesamiento	   antigénico	   para	   la	  

presentación	  por	  MHC	  (53).	  En	  este	  sentido,	  un	  gran	  número	  de	  estudios	  apoya	  el	  papel	  

que	   tiene	   el	   MRC1	   de	   generar	   respuestas	   inmunes	   restringidas	   a	   MHC	   clase	   I	   y	   II,	   no	  

solamente	  en	   la	  presentación	  de	  antígenos	  proteicos,	   ya	  que	   se	  ha	  demostrado	  que	  un	  

antisuero	  de	  cabra	  anti-‐	  MRC1	  fue	  capaz	  de	  bloquear	  la	  presentación	  del	  glicolípido	  LAM	  a	  

células	  T	  CD1	  específicas	  	  para	  LAM	  (26).	  	  

El	  MRC1	  junto	  con	  otros	  receptores	  de	  señalización	  	  modula	  la	  secreción	  de	  citocinas.	  Esto	  

se	  demostró	  en	  estudios	  con	   	  macrófagos	  alveolares	  humanos	  en	  donde	  se	  observó	  que	  	  
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se	   requiere	   la	  expresión	  del	  MRC1	  para	   la	  activación	   selectiva	  del	  NF-‐κB	  en	   respuesta	  a	  

Pneumocystis	  carinii	  (25).	  Otro	  trabajo	  del	  mismo	  grupo	  de	  colaboradores	  	  demostró	  que	  	  

cuando	  células	  HEK-‐293	  son	  transfectadas	  con	  el	  cDNA	  que	  codifica	  para	  receptor	  TLR-‐2	  o	  	  

con	   el	   cDNA	   que	   codifica	   para	   el	   MRC1	   humano	   de	   manera	   independiente,	   no	   hay	  

secreción	   de	   IL-‐8	   en	   respuesta	   al	   estímulo	   con	   antígeno	   de	   Pneumocystis	   carinii,	   como	  

ocurre	  cuando	  ambos	  receptores	  son	  co-‐expresados	  (69).	  

Sin	  embargo	  también	  se	  ha	  visto	  	  que	  el	  MRC1	  al	  unirse	  a	  manano	  puede	  causar	  un	  efecto	  

negativo	   en	   la	   producción	   de	   citocinas	   pro-‐inflamatorias	   ya	   	   que	   induce	   una	   sobre	  

regulación	  de	   la	  cinasa	   	   IRAK-‐M,	   	   	   la	  cual	   regula	  negativamente	   la	  activación	  de	   los	  TLRs	  

por	  un	  mecanismo	  dependiente	  del	  acoplamiento	  de	  MyD88	  (37).	  
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2.	  	  ANTECEDENTES	  	  

Diversas	   líneas	   de	   investigación	   	   incluyendo	   estudios	   de	   concordancia	   con	   gemelos,	  

estudios	  comparativos	  de	  asociación	  genética	  a	  escala	  genómica,	  estudios	  de	  asociación	  

con	  genes	  candidato,	  entre	  otros,	  	  sugieren	  que	  podría	  existir	  una	  base	  genética	  asociada	  

con	   el	   desarrollo	   de	   la	   tuberculosis	   pulmonar	   activa,	   en	   particular	   dichos	   factores	  

genéticos	  podrían	  influenciar	  la	  progresión	  de	  la	  forma	  latente	  hacia	  la	  forma	  activa	  de	  la	  

enfermedad	  (5).	  La	  incidencia	  de	  tuberculosis	  pulmonar	  activa	  (TBP)	  	  a	  diferentes	  tasas	  de	  

prevalencia	  entre	  las	  diferentes	  	  razas,	  etnias	  y	  familias	  indica	  una	  predisposición	  genética	  	  

a	   la	   susceptibilidad	   a	   Tb.	   La	   raza,	   los	   caucásicos	   y	   los	  mongoles,	   tienen	   una	   resistencia	  

natural	  a	  la	  tuberculosis	  que	  permite	  que	  la	  infección	  no	  progrese	  tan	  fácilmente	  como	  en	  

los	  individuos	  de	  raza	  negra,	  indios	  americanos	  o	  esquimales,	  debido	  a	  que	  éstos	  últimos	  

son	   poblaciones	   recientemente	   expuestas	   a	   Mycobacterium	   tuberculosis	   (2).	  

Las	  diferencias	  de	  exposición	  y	  de	  condiciones	  socioeconómicas	  son	  un	  factor	  a	  tener	  en	  

cuenta	  para	  explicar	  dichas	  diferencias.	  	  

Los	   polimorfismos	   genéticos	   son	   una	   fuente	   de	   variación	   en	   el	   genoma,	   generalmente	  

surgen	  por	  mutación	  en	  algunos	  individuos,	  y	  cuando	  no	  ponen	  en	  riesgo	  la	  viabilidad	  de	  

los	   organismos,	   se	   transmiten	   a	   la	   descendencia	   adquiriendo	   cierta	   frecuencia	   en	   la	  

población	   tras	  múltiples	   generaciones.	   Dichos	   polimorfismos	   pueden	   ser	   silenciosos	   (no	  

cambian	   la	   secuencia	   primaria	   de	   las	   proteínas),	   o	   bien	   introducen	   cambios	   en	   las	  

proteínas	   para	   las	   que	   codifican,	   proporcionando	   ventajas	   o	   desventajas	   para	   la	  

adaptación	   de	   los	   individuos.	   Los	   polimorfismos	  más	   frecuentes	   en	   el	   genoma	   humano	  
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son	  los	  	  cambios	  de	  una	  sola	  base	  en	  el	  ADN,	  también	  conocidos	  como	  polimorfismos	  de	  

un	  solo	  nucleótido	  o	  SNP	  (single	  nucleotide	  polymorphism)(31).	  

Dos	   polimorfismos	   (-‐871A/G	   y-‐336A/G)	   localizados	   en	   la	   región	   promotora	   del	   gen	   que	  

codifica	  para	  el	  receptor	  DC-‐SIGN	  (Dendritic	  Cell-‐Specific	  Intercellular	  adhesion	  molecule-‐

3-‐Grabbing	   Non-‐integrin),	   una	   proteína	   transmembrana	   de	   tipo	   II	   que	   se	   expresa	   en	  

células	   dendríticas,	   fueron	   analizados	   en	   dos	   poblaciones	   independientes	   (Canadienses	  

caucásicos	   e	   indígenas	   africanos),	   encontrándose	   una	   asociación	   estadísticamente	  

significativa	  de	  las	  variantes	  -‐871A/G	  y-‐336A/G	  con	  el	  desarrollo	  de	  TBP	  en	  esta	  población	  

(54).	  

También	  se	  han	  realizado	  diversos	  análisis	  de	  polimorfismos	  en	  genes	  que	  codifican	  para	  	  

receptores	  tipo	  toll	  (TLRs),	  los	  cuales	  son	  mediadores	  críticos	  de	  la	  respuesta	  inmune	  para	  

hacer	  frente	  a	  una	  gran	  variedad	  de	  patógenos,	  incluyendo	  M.	  tuberculosis	  (70).	  En	  el	  caso	  

del	  polimorfismo	  R753Q	  en	  el	   receptor	  TLR2,	  éste	  parece	   influenciar	   la	  progresión	  de	   la	  

infección	   con	  M.	   tuberculosis	   a	   la	   enfermedad	   activa	   en	   niños	   (55).	   Otro	   SNP	   en	   este	  

mismo	   receptor	   (597T/C)	   fue	   encontrado	   fuertemente	   asociado	   al	   desarrollo	   de	   TB	  

meníngea	   y	   miliar	   en	   pacientes	   de	   Vietnam	   (73).	   Por	   otra	   parte,	   a	   pesar	   de	   	   que	   	   el	  

polimorfismo	  D299G	  del	  receptor	  TLR4	  	  no	  se	  observó	  asociado	  con	  Tb	  pulmonar	  en	  esta	  

población	  vietnamita,	  esta	  misma	  variante	   fue	  encontrada	   	   asociada	  al	  desarrollo	  de	  Tb	  

como	  un	  factor	  de	  riesgo	  en	  pacientes	  VIH	  positivos	  en	  Tanzania	  y	  España	  (24,54).	  	  

También	  se	  han	  analizado	  polimorfismos	  presentes	  en	  genes	  que	  codifican	  para	   lectinas	  

solubles	  tipo	  C	   	  como	  la	  proteína	  surfactante	  A	  y	  D	  (SP-‐A	  y	  SP-‐D)	  y	   la	   lectina	  de	  unión	  a	  
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Manosa	  (MBL).	  	  SP-‐A	  y	  SP-‐D	  son	  colectinas	  que	  participan	  en	  la	  respuesta	  sistema	  inmune	  

innata	   en	   pulmón	   para	   diversos	   patógenos,	   incluyendo	   M.	   tuberculosis.	   Estudios	   en	  

pacientes	  	  reclutados	  en	  un	  Instituto	  Nacional	  de	  Enfermedades	  Respiratorias	  de	  México	  

demostraron	   que	   variaciones	   alélicas	   en	   ambas	   (SP-‐A	   y	   SP-‐D)	   tienen	   influencia	   en	   la	  

susceptibilidad	   del	   hospedero	   al	   desarrollo	   de	   TBP.	   Otros	   polimorfismos	   como	   son	   el	  

1416C/T	  y	  1382C/G	  ubicados	  en	  intrones	  de	  los	  genes	  SP-‐A1	  y	  SP-‐A2,	  respectivamente,	  	  se	  

han	  encontrado	  asociados	  al	  desarrollo	  de	  TBP	  en	  una	  población	  hindú	  (40).	  	  

Los	  estudios	  genéticos	  realizados	  hasta	  el	  momento	  para	  observar	  asociación	  entre	  SNPs	  y	  

tuberculosis	   también	   incluyen	   el	   análisis	   de	   polimorfismos	   en	   genes	   que	   codifican	   para	  

citocinas	   o	   quimiocinas.	   Una	   citocina	   proinflamatoria	   involucrada	   fuertemente	   en	   la	  

respuesta	  inmune	  protectora	  en	  la	  TBP	  es	  el	  factor	  de	  necrosis	  tumoral	  alfa	  (TNF-‐α).	  Dos	  	  

SNPs	   en	   la	   región	   promotora	   del	   gen	   tnf	   (-‐238G/A	   y	   -‐308G/A)	   han	   sido	   ampliamente	  

estudiados,	   encontrándose	   en	   una	   población	   colombiana	   el	   SNP	   -‐238G/A	   	   asociado	   al	  

desarrollo	   de	   Tuberculosis	   pulmonar	   (16),	   aunque	   en	   una	   población	   iraní	   este	   mismo	  

polimorfismo	   no	   resultó	   estadísticamente	   asociado	   al	   desarrollo	   de	   la	   enfermedad.	   En	  

otro	   estudio	   se	   analizó	   el	   SNP	   -‐308G/A	   en	   una	   población	   colombiana	   y	   una	   de	   Irán,	  

encontrándose	   asociación	   estadísticamente	   significativa	   con	   el	   desarrollo	   de	   TBP,	   sin	  

embargo	  dicho	  polimorfismo	  no	  resultó	  asociado	  en	  una	  población	  koreana.	  (50).	  

El	   gen	   que	   codifica	   a	   la	   IL-‐12	   también	   ha	   sido	   ampliamente	   estudiado	   en	   busca	   de	  

polimorfismos	  asociados	  a	  Tb.	  La	  IL-‐12	  	  juega	  un	  papel	  importante	  en	  la	  respuesta	  inmune	  

ya	  que	  dirige	  la	  diferenciación	  de	  las	  células	  Th1,	  favoreciendo	  la	  producción	  de	  INF-‐γ	  por	  	  

las	  células	  TCD4+.	  Se	  han	  reportado	  resultados	  discrepantes	  	  en	  diferentes	  poblaciones	  al	  
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analizar	  polimorfismos	  en	  el	   gen	  que	   codifica	  para	  esta	   citocina	   y	   su	  asociación	   con	  Tb.	  

Varios	  polimorfismos	  en	  	   IL-‐12B	  ubicados	  en	  intrones,	  región	  promotora	  o	  región	  3’-‐UTR	  

se	  encontraron	  	  asociados	  al	  desarrollo	  de	  Tb	  en	  algunos	  estudios	  (44,74)	  pero	  no	  en	  otros	  

(6,39),	   lo	  que	  pone	  en	  evidencia	  que	  la	  contribución	  genética	  a	  la	  susceptibilidad	  para	  el	  

desarrollo	  o	  progresión	  de	  la	  enfermedad	  podría	  tener	  una	  base	  poblacional.	  	  

El	   gen	   mrc1,	   que	   codifica	   para	   el	   Receptor	   de	   manosa	   humano,	   se	   encuentra	   en	   el	  

cromosoma	   10p12	   y	   consiste	   en	   30	   exones.	   Se	   han	   descrito	   pocos	   estudios	   sobre	  

polimorfismos	   genéticos	   presentes	   en	   el	   gen	   mrc1	   y	   su	   asociación	   con	   enfermedades	  

humanas.	  Uno	  de	  ellos	   fue	  un	  estudio	   realizado	   	   por	  Hattori	   y	   colaboradores	   en	  el	   año	  

2009,	  en	  el	  que	  se	  analizó	  la	  asociación	  genética	  de	  polimorfismos	  en	  el	  gen	  mrc1	  en	  una	  

población	   japonesa	   y	   una	   	   población	   afroamericana	   con	   el	   desarrollo	   de	   	   asma,	  

encontrándose	   que	   	   cinco	   SNPs	   de	   este	   gen	   estaban	   asociados	   al	   desarrollo	   de	   	   asma,	  	  

entre	  ellos	  el	  SNP	  G396S;	  en	  contraste,	  en	  la	  población	  de	  individuos	  afroamericanos	  no	  se	  

encontró	   asociación	   estadísticamente	   significativa	   con	   la	   presencia	   de	   esta	   enfermedad	  

(28).	  

Otra	  enfermedad	  que	  se	  ha	  vinculado	  a	   	  polimorfismos	  en	  el	  gen	  mrc1	  es	   la	  sarcoidosis,	  

una	   enfermedad	   granulomatosa	   sistémica	   en	   la	   que	   se	   presenta	   una	   respuesta	   inmune	  

celular	   exacerbada.	   Hattori	   et	   al.,	   	   en	   el	   año	   2010	   analizaron	  muestras	   de	   ADN	   de	   181	  

sujetos	   japoneses	  con	  sarcoidosis,	  encontrando	   	  que	  el	  SNP	  rs691005	  estaba	  asociado	  a	  

sarcoidosis	  como	  un	  factor	  de	  riesgo	  (P=0.001;	  OR=	  2.53).	  
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En	   otro	   estudio	   Alter	   y	   colaboradores	   en	   el	   año	   2010	   analizaron	  muestras	   de	   ADN	   de	  

individuos	   	   con	   lepra	   de	   nacionalidad	   vietnamita,	   encontrando	   que	   entre	   los	   seis	   SNPS	  

analizados,	  el	  SNP	  G396S	  se	  asoció	  estadísticamente	  a	  la	  presencia	  de	  lepra	  (P=0.035;	  OR=	  

0.76)	   como	   un	   factor	   protector,	   mientras	   que	   en	   pacientes	   con	   lepra	   	   de	   nacionalidad	  

brasileña	  este	  mismo	  SNP	  (G396S)	  se	  asoció	  estadísticamente	  a	   la	  enfermedad	  como	  un	  

factor	  de	  riesgo	  (P=0.035;	  OR=	  1.34).	  Así	  mismo,	  el	  SNP	  L407F	  (también	  ubicado	  en	  el	  exón	  

7	   del	   gen	   mrc1)	   	   se	   encontró	   polimórfico	   en	   esta	   población	   latina,	   y	   asociado	  

estadísticamente	  a	  la	  enfermedad	  como	  un	  factor	  protector	  (P=0.035;OR=	  0.75),	  mientras	  

que	  en	  la	  población	  asiática	  no	  se	  encontró	  polimórfico	  (5).	  Con	  el	  objetivo	  de	  	  validar	  el	  

reporte	   de	   	   asociación	   genética	   del	   SNP	   G396S,	  Wang	   y	   colaboradores	   en	   el	   año	   2012	  

genotipificaron	  sin	  éxito	  12	  variantes	  genéticas	  del	  gen	  mrc1	  en	  527	  	  pacientes	  con	  lepra	  

de	   origen	   chino	   (76).	   Considerando	   el	   hecho	   de	   que	   la	   lepra	   y	   la	   tuberculosis	   son	  

enfermedades	  causadas	  por	  micobacterias	  podría	  sugerirse	  que	  SNPs	  en	  el	  exón	  7	  del	  gen	  	  

mrc1	   	   podrían	   afectar	   también	   la	   susceptibilidad	   de	   la	   población	   a	   la	   tuberculosis	  

pulmonar.	  

Zhang	   y	   colaboradores	   en	   el	   año	   2012	   realizaron	   un	   estudio	   en	   el	   que	   incluyeron	   222	  

pacientes	  con	  tuberculosis	  pulmonar	  activa	  reclutados	  en	  hospitales	  de	   las	  provincias	  de	  

Shaoxing	  y	  Hangzhou	  en	  	  China,	  y	  mediante	  	  la	  técnica	  de	  PCR	  y	  secuenciación	  analizaron	  

seis	   SNPs	   localizados	   en	   el	   exón	   7	   del	   gen	  mrc1.	   Ellos	   encontraron	   que	   para	   	   los	   	   SNPs	  

G1195A,	  T1212C,	  C1221G,	  C1303R	  y	  C1323T	  la	  distribución	  de	  los	  genotipos	  entre	  el	  grupo	  

de	   	   pacientes	   con	   Tb	   Pulmonar	   	   y	   los	   individuos	   del	   grupo	   control	   no	   presenta	   una	  

diferencia	   estadísticamente	   significativa.	   Mientras	   que	   el	   polimorfismo	   G396S	   con	   un	  
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valor	  de	  P	  de	  0.037	  fue	  asociado	  a	  tuberculosis	  con	  un	  OR	  	  de	  0.76	  	  lo	  que	  indica	  que	  está	  

asociado	  a	  tuberculosis	  con	  una	  función	  protectora	  (79).	  	  

	  En	  otro	  estudio	  más	  reciente	  de	  Zhang	  et	  al.	  en	  el	  que	  analiza	  muestras	  de	  2	  	  poblaciones	  	  

de	   origen	   chino	   (Uygur	   y	   Kazak)	   situadas	   en	   diferentes	   áreas	   geográficas	   de	   Asia	   se	  

encontró	  que	   	  el	   SNP	  G396S	   (P=0.033;	  OR=	  1.64)	  en	   la	  población	  Uygur	  está	  asociado	  a	  

tuberculosis	  pulmonar	  como	  un	  factor	  de	  riesgo;	  mientras	  que	  en	  la	  población	  china	  Kazak	  

ningún	  SNP	  analizado	  resultó	  asociado	  a	   tuberculosis	  pulmonar	   (80).	   Lo	  anterior	   sugiere	  

que	  los	  factores	  genéticos	  juegan	  un	  papel	  importante	  en	  la	  susceptibilidad	  particular	  de	  

una	   población	   al	   desarrollo	   de	   enfermedades	   infecciosas	   como	   la	   TP.	   El	   hallazgo	   de	   los	  

resultados	  discrepantes	  entre	   la	  asociación	  de	  polimorfismos	  en	  el	  mrc1	   (exón	  7)	  en	   las	  

diferentes	  poblaciones	  analizadas	  dificulta	  su	  generalización.	  
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3.	  JUSTIFICACION	  

	  

La	   tuberculosis	   es	   una	   enfermedad	   infecciosa	   de	   evolución	   crónica	   que	   se	   mantiene	  

latente	   en	   la	   mayoría	   de	   los	   casos,	   pero	   que	   progresa	   rápidamente	   a	   la	   forma	   activa	  

cuando	  el	  individuo	  presenta	  mutaciones	  puntuales	  en	  genes	  que	  codifican	  para	  citocinas	  

como	   la	   IL-‐12	   o	   el	   receptor	   para	   IFN-‐γ,	   en	   cuyo	   caso	   los	   individuos	   también	   son	  

susceptibles	  a	  micobacteriosis	  (infección	  por	  micobacterias	  no	  tuberculosas).	  

El	  efecto	  de	  otras	  variaciones	  genéticas	  en	  los	  pacientes	  con	  tuberculosis	  pulmonar,	  como	  

son	   los	  polimorfismos	  de	  un	   solo	  nucleótido	   (SNPs)	  están	  poco	  estudiadas	  en	  población	  

mexicana,	   en	   particular	   no	   hay	   estudios	   	   acerca	   de	   la	   posible	   asociación	   de	   SNPs	   en	   el	  

receptor	  de	  manosa	  y	  la	  tuberculosis	  pulmonar.	  
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4.	  HIPÓTESIS	  

	  

	  

	  

Polimorfismos	   del	   gen	   que	   codifica	   al	   receptor	   de	  manosa	   (CD206)	   están	   posiblemente	  

asociados	  con	  la	  tuberculosis	  pulmonar.	  
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5.	  OBJETIVOS	  

	  

5.1	  	  Objetivo	  General	  

Estudiar	  la	  variabilidad	  en	  el	  gen	  que	  codifica	  al	  receptor	  de	  manosa	  (CD206)	  y	  su	  posible	  

asociación	  con	  la	  tuberculosis	  pulmonar.	  

	  

5.2	  	  Objetivos	  Específicos	  

	  

1.	   Determinar	   las	   frecuencias	   alélicas	   en	   la	   población	   	   para	   los	   polimorfismos	   1188a/g,	  

(G39S);	  1197g/a,	  (T399A)	  y	  1221c/g,	  (L407F)	  localizados	  en	  el	  exón	  7	  del	  gen	  mrc1.	  

2.	   Identificar	   individuos	   con	   tuberculosis	   pulmonar	   activa	   (diagnóstico	  microbiológico)	   y	  

determinar	   las	   frecuencias	   alélicas	   para	   los	   polimorfismos	   1188a/g,	   (G396S);	   1197g/a,	  

(T399A)	  y	  1221c/g,	  (L407F)	  localizados	  en	  el	  exón	  7	  del	  gen	  mrc1.	  

3.	  Determinar	  si	  existe	  una	  asociación	  estadísticamente	  significativa	  entre	   la	  distribución	  

de	  los	  genotipos	  con	  el	  desarrollo	  de	  la	  tuberculosis	  pulmonar.	  	  
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6.	  MATERIAL	  Y	  MÉTODOS	  

A)	  MATERIAL	  Y	  	  EQUIPO	  

El	   acetato	   de	   sodio,	   agarosa,	   bromuro	   de	   etidio,	   cloruro	   de	   sodio	   (NaCl),	   EDTA,	   Etanol,	  

Fenol-‐Cloroformo-‐Alcohol	  Isoamílico,	  Isopropanol	  absoluto,	  Sacarosa,	  SDS	  Tris,	  Tritón	  100	  

X	  se	  adquirieron	  de	  Sigma	  Chemical	  Co.	  (St.	  Louis,	  MO,	  EUA).	  	  El	  agua	  libre	  de	  nucleasas	  y	  

el	  agua	  Mili	  Q	  fueron	  adquiridas	  de	  	  Qiagen	  N.V	  (Hilden,	  Alemania).	  Los	  DNTPs,	  el	  cloruro	  

de	   magnesio	   (MgCl2)	   y	   	   la	   enzima	   Biolase	   DNA	   polimerasa	   se	   adquirieron	   a	   través	   de	  

Bioline	  USA	   Inc	   (Boston,	  MA,	  E.U.A.).	   El	  marcador	  de	  peso	  molecular	   Invitrogen	  Trac	   kit	  

100	  bp	  DNA	   ladder	   fue	  adquirido	  de	  Thermo	  Fisher	  Scientific	   (Waltham,	  MA,	  E.U.A.).	   La	  

enzima	  de	   restricción	  EcoR1	  empleada	   fue	   	  adquirida	  de	  New	  England	  BioLabs	   (Ipswich,	  

MA,	   E.U.A.)	   Los	   iniciadores	   	   Forward:	   5’-‐	   AGTGATGTGTGTGCCTACTCA-‐3,	   	   	   Reverse:	   5’-‐

GTGCTCCCAGGATTAAAGCC-‐3’	   y	   los	   iniciadores	   alelo	   específicos	   (Tabla	   2)	   fueron	  

adquiridos	  de	  Alpha	  DNA	  (Montreal,	  Quebec,	  Canada).	  Los	  microtubos	  para	  PCR	  0.6	  ml	  y	  	  

tubos	   Eppendorff	   	   de	   1.5	   ml	   	   fueron	   adquiridos	   de	   la	   marca	   Eppendorf	   (Hamburg,	  

Alemania).	  

EQUIPOS	  

Se	  empleó	  un	   	  Agitador	  Vortex-‐T	  Genie	  2	  el	  cual	  se	  adquirió	  de	   	  Scientific	   Industries,	   Inc	  

(Bohemia,	  NY,	  E.U.A).	  La	  microcentrífuga	  fue	  adquirida	  de	  la	  marca	  Eppendorf	  (Hamburg,	  

Alemania).	   La	   Fuente	   de	   poder	   empleada	   para	   la	   electroforesis	   fue	   marca	   Enduro	  

adquirida	  a	  través	  de	  Labnet	  International	  Inc	  (Edison,NJ,	  E.U.A.)	  Se	  empleó	  un	  Nano	  Drop	  	  
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2000	   Espectofotómetro	   UV-‐Vis,	   cámara	   de	   electroforesis	   horizontal,	   fotodocumentador	  

MultiDoc-‐it	   Imaging	   system	   UVP	   que	   	   fueron	   adquirido	   de	   Thermo	   Fisher	   Scientific	  

(Waltham,	  MA,	   E.U.A.)	   El	   Termociclador	   C1000	   Touch	   Thermal	   Cycler	   con	  módulo	   dual	  

48/48	  de	  reacción	  rápida	  	  urilizado	  fue	  adquirido	  de	  BioRad	  (Hércules,	  CA,	  E.U.A).	  

B)	  MÉTODOS:	  

Población	  de	  estudio.	  Se	  incluyeron	  individuos	  con	  diagnóstico	  de	  tuberculosis	  pulmonar	  

atendidos	   en	   el	   Centro	   de	   Investigación,	   Prevención	   y	   Tratamiento	   de	   Infecciones	  

respiratorias	   (CIPTIR)	   del	   Hospital	   Universitario	   “Dr.	   José	   	   Eleuterio	   González”	   en	  

Monterrey	  N.L.,	  México,	  entre	  diciembre	  2013	  y	  agosto	  del	   año	  2014.	  El	  diagnostico	  de	  

tuberculosis	  pulmonar	  fue	  realizado	  de	  acuerdo	  a	  los	  criterios	  establecidos	  en	  la	  NORMA	  

Oficial	  Mexicana	  NOM-‐006-‐SSA2-‐2013,	  para	  la	  prevención	  y	  control	  de	  la	  tuberculosis.	  En	  

todos	  los	  casos	  se	  confirmó	  el	  aislamiento	  de	  Mycobacterium	  tuberculosis	  por	  cultivo	  	  en	  

medio	   de	   Löwenstein–Jensen.	   El	   grupo	   control	   estuvo	   conformado	   por	   individuos	  

clínicamente	  sanos,	   catalogados	  como	  sujetos	  aptos	  para	  donación	  en	  banco	  de	  sangre,	  

HIV	  negativos,	  residentes	  de	  la	  zona	  metropolitana	  de	  Monterrey.	  

Este	   estudio	   fue	   realizado	   con	   la	   aprobación	   del	   Comité	   de	   ética	   e	   Investigación	   de	   la	  

Facultad	   de	   Medicina	   de	   la	   Universidad	   Autónoma	   de	   Nuevo	   León,	   y	   cuenta	   con	   el	  

número	   de	   registro	  MB13-‐001.	   Todos	   los	   pacientes	   que	   accedieron	   a	   formar	   parte	   del	  

estudio	  firmaron	  un	  consentimiento	  informado	  de	  su	  participación,	  llenaron	  una	  encuesta	  

de	   34	   preguntas	   para	   recabar	   datos	   sociodemográficos,	   clínicos	   y	   heredofamiliares	   de	  

interés	  para	  el	  estudio	  (Anexo	  1).	  	  
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Extracción	  de	  DNA	  genómico	  a	  partir	  de	  sangre	  completa	  	  mediante	  la	  técnica	  de	  TSNT.	  

Se	  tomó	  una	  muestra	  de	  sangre	  de	  5	  ml	  en	  un	  tubo	  con	  EDTA	  como	  anticoagulante	  por	  

cada	  paciente.	  Para	  llevar	  a	  cabo	  la	  extracción	  del	  DNA	  genómico,	  las	  muestras	  de	  sangre	  

completa	   fueron	   centrifugadas	   a	   3,000	   rpm	   durante	   5	   minutos	   para	   la	   separación	   del	  

paquete	   globular	   de	   la	   fase	   líquida.	   La	   interfase	   conteniendo	   los	   glóbulos	   blancos	   se	  

transfirió	   a	   	   microtubos	   Eppendorf	   con	   capacidad	   de	   2	   mL	   con	   ayuda	   de	   una	   pipeta	  

Pasteur.	  Se	  añadió	  solución	  de	  lisis	  para	  eritrocitos	  [Tris-‐HCl	  100mM	  pH	  8,	  Tritón	  100	  X-‐	  1	  

%,	  Sacarosa	  11%]	  en	  una	  proporción	  1:5	  v/v	  y	  se	  	  mezcló	  mediante	  vórtex	  suave.	  Después	  

de	   incubar	  durante	  10	  minutos	  a	   temperatura	  ambiente,	   invirtiendo	  ocasionalmente	   los	  

microtubos	   con	   glóbulos	   blancos,	   estos	   fueron	   	   centrifugados	   a	   	   máxima	   velocidad	  

durante	   20	   segundos.	   El	   sobrenadante	   fue	   descartado	   y	   se	   	   añadió	   150	   µL	   de	   solución	  

salina	  0.85%	  (p/v)	  a	  cada	  pellet	  de	  glóbulos	  blancos	  para	  después	  resuspender	  con	  vórtex	  

suave.	  Posteriormente	  se	  transfirieron	  50	  µL	  a	  un	  tubo	  	  de	  2	  mL	  y	  se	  agregaron	  300	  µL	  de	  

solución	  amortiguadora	  de	  lisis	  TSNT	  [Tritón	  100	  2X,	  SDS	  1%,	  NaCl	  100mM,	  Tris	  HCl	  10	  mM	  

pH	  8,	  EDTA	  1	  mM	  pH	  8]	  para	  después	  homogenizar	  la	  suspensión	  por	  vórtex	  suave.	  A	  cada	  

microtubo	   se	   	   agregaron	   	   300	   µL	   de	   TE	   1X	   [Tris-‐HCl	   10mM	   pH	   8,	   EDTA	   1mM]	   y	   se	  

resuspendieron	   por	   vórtex	   suave.	   	   Posteriormente	   fueron	   añadidos	   350	   µL	   de	   Fenol-‐

Cloroformo-‐Alcohol	   Isoamílico	   [25:24:1,	  v/v/v],	  para	  después	  agitar	  vigorosamente	  hasta	  

que	  se	  homogenizaron	  completamente.	  Después	  cada	  microtubo	   fue	   	   incubado	  durante	  

10	  minutos	  a	  temperatura	  ambiente	  y	  centrifugado	  por	  10	  min	  a	  13	  000	  rpm.	  En	  seguida	  

se	   transfirió	   la	   fase	   acuosa	   a	   otro	   microtubo	   de	   2	   mL	   y	   se	   realizó	   de	   nueva	   cuenta	   la	  

extracción	   con	   	   350	   µL	   de	   Fenol-‐Cloroformo-‐Alcohol	   Isoamílico	   [25:24:1,	   v/v/v],	   de	   la	  
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manera	   ya	   descrita	   anteriormente.	   Posteriormente	   400	   µl	   	   de	   la	   fase	   acuosa	   fueron	  

transferidos	  a	  un	  microtubo	  nuevo	  al	  que	  se	  añadieron	  40	  µl	   (10%)	  de	  acetato	  de	  sodio	  

3M.	   Al	   volumen	   total	   obtenido	   se	   agregaron	   360	   µl	   	   de	   isopropanol	   absoluto	   frio	   para	  

favorecer	   la	   precipitación	   del	   DNA.	  Después	   el	   contenido	   de	   cada	  microtubo	   se	  mezcló	  

suavemente	   por	   inversión	   hasta	   que	   se	   observó	   la	   hebra	   blanca	   de	   DNA.	   Después	   de	  

incubar	  a	  -‐20°C	  durante	  15-‐20	  min.,	  los	  microtubos	  fueron	  centrifugados	  por	  10	  min	  a	  13	  

000	  rpm	  y	  	  se	  descartó	  el	  sobrenadante.	  Posteriormente	  se	  agregó	  1	  mL	  de	  etanol	  al	  70%	  

(frío)	  a	  cada	  microtubo	  para	  después	  mezclar	  por	  vórtex	  suave	  y	  centrifugar	  por	  15	  min	  a	  

13	   000	   rpm.	   El	   sobrenadante	   fue	   decantado	   y	   se	   dejó	   secar	   la	   pastilla	   a	   temperatura	  

ambiente.	  Finalmente	  se	  re-‐suspendió	  la	  pastilla	  de	  ADN	  en	  50	  µL	  de	  TE	  1X	  pH	  8	  [Tris-‐HCl	  

100mM-‐EDTA	   100mM-‐H2O	   MQ]	   y	   se	   incubó	   durante	   1	   hora	   a	   37°C	   para	   facilitar	   la	  

solubilización	  del	  ADN	  genómico.	  	  

Cuantificación	   de	   DNA	   genómico	   por	   espectrofotometría.	   El	   DNAg	   fue	   cuantificado	  

mediante	  espectrofotometría	   leyendo	  la	  absorbancia	  de	  cada	  una	  de	   las	  muestras	  a	  260	  

nm	  en	  el	  equipo	  Nano	  Drop	  	  2000	  Espectofotómetro	  UV-‐Vis	  	  de	  la	  casa	  comercial	  Thermo	  

Scientific	  	  contra	  un	  blanco	  de	  TE	  1X.	  	  Para	  asegurar	  la	  integridad	  del	  DNA	  se	  llevó	  a	  cabo	  

una	   electroforesis	   en	   gel	   de	   agarosa	   al	   0.8%	   (m/v)	   y	   la	   visualización	   de	   su	   corrimiento	  

electroforético	  se	  puso	  en	  evidencia	  mediante	  la	  tinción	  con	  bromuro	  de	  etidio	  [2µg/ml].	  

El	  DNA	  fue	  almacenado	  hasta	  su	  uso	  a	  	  -‐20°	  C.	  	  

Análisis	  por	  RFLPs	  del	  SNP	  L407F	  del	  gen	  mrc1.	  Se	  diseñaron	  iniciadores	  de	  PCR	  (Reacción	  

en	   cadena	   de	   	   la	   polimerasa)	   	   para	   amplificar	   una	   región	   de	   233	   pares	   de	   bases	   que	  

corresponde	   íntegramente	  al	  exón	  7	  del	  gen	   	  mrc1.	  La	  secuencia	  de	   los	   iniciadores	  es	   la	  
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siguiente:	   Forward:	   5’-‐	   AGTGATGTGTGTGCCTACTCA-‐3	   	   Reverse:	   	   5’-‐

GTGCTCCCAGGATTAAAGCC-‐3’.	  El	  producto	  amplificado	  incluye	  	  a	  3	  SNPs	  en	  una	  pequeña	  

región	  de	  37	  pares	  de	  bases,	  de	  los	  cuales	  uno	  que	  corresponde	  al	  codón	  407	  (L/F)	  posee	  

un	   sitio	   de	   restricción	   para	   la	   enzima	   de	   restricción	   EcoR1,	   lo	   que	   permite	   su	  

caracterización	  por	  PCR-‐RFLP.	  La	  reacción	  de	  PCR	  se	  llevó	  a	  cabo	  en	  un	  volumen	  final	  de	  

20	   µl	   incluyendo	   1.5mM	  MgCl2	   300µM	  dNTPS,	   0.5µM	  de	   cada	   iniciador,	   1.25	  U	   de	   Taq	  

DNA	  polimerasa	  y	  su	  buffer	  correspondiente.	  El	  programa	  del	  termociclador	  consistió	  en	  

un	  ciclo	   	  de	  desnaturalización	  de	  5	  min	  a	  95°C,	   	   seguido	  de	  35	  ciclos	  a	  95°C	  por	  45	  seg,	  

53°C	  por	  45	   seg	  y	  72°C	  por	  45	   seg.	   y	  un	  ciclo	   final	  de	  5	  min	  a	  72°C.	  Posteriormente	   los	  

productos	  de	  la	  amplificación	  fueron	  visualizados	  en	  un	  	  gel	  de	  agarosa	  al	  1.2%.	  	  

Los	  productos	  amplificados	  de	  233	  pb	  fueron	  digeridos	  con	  la	  enzima	  de	  restricción	  Eco	  RI	  

[GAATT/C,]	   durante	   12	   hrs	   a	   37°C.	   	   Esta	   enzima	   de	   restricción	   nos	   permitió	   diferenciar	  

entre	  los	  2	  alelos	  en	  el	  codón	  407,	  	  ya	  que	  	  el	  alelo	  “c”	  presenta	  el	  sitio	  de	  restricción	  para	  

la	  enzima,	  mientras	  que	  este	  sitio	  se	  pierde	  en	  el	  alelo	  variante	  “g”.	  	  Por	  lo	  anterior,	  en	  la	  

digestión	  enzimática	  con	  Eco	  R1,	  una	  muestra	  de	  un	   individuo	  homocigoto	  para	  el	  alelo	  

“c”	  (cc)	  se	  obtienen	  2	  fragmentos,	  uno	  de	  78pb	  y	  otro	  de	  151pb.	  Mientras	  que	  en	  el	  caso	  

de	   individuos	   homocigotos	   para	   el	   alelo	   “g”	   (gg)	   posterior	   a	   la	   digestión	   enzimática	   se	  

mantiene	  la	  banda	  íntegra	  de	  233	  pares	  de	  bases,	  ya	  que	  éste	  alelo	  no	  presenta	  el	  sitio	  de	  

restricción.	   El	  DNA	  digerido	   con	   EcoR1	  de	   los	   individuos	   heterocigotos	   (cg)	   resulta	   en	   3	  

fragmentos:	   78,	   151	   y	   233	   pb.	   	   Los	   fragmentos	   de	   la	   digestión	   fueron	   resueltos	   por	  

electroforesis	  en	  gel	  de	  agarosa	  al	  2.5%,	  teñidos	  con	  bromuro	  de	  etidio,	  y	  digitalizados	  en	  

un	   fotodocumentador	   MultiDoc-‐it	   Imaging	   system	   UVP	   de	   la	   casa	   comercial	   Fisher	  
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Scientific	  	  con	  lámpara	  ultravioleta.	  Una	  muestra	  de	  DNA	  sin	  digerir	  fue	  incluida	  durante	  la	  

electroforesis	  como	  control	  en	  todos	  los	  casos.	  

Análisis	  de	  los	  SNPs	  G396S	  y	  T399A	  mediante	  el	  uso	  de	  iniciadores	  alelo-‐específicos.	  El	  

análisis	  de	  los	  SNPs	  G396S	  y	  T399A	  se	  llevó	  a	  cabo	  mediante	  PCR	  usando	  iniciadores	  alelo-‐

específicos	  ya	  que	  	  para	  la	  identificación	  de	  los	  alelos	  de	  estos	  SNPs	  no	  se	  cuenta	  con	  sitios	  

de	   restricción	   informativos.	   Estos	   iniciadores	   alelo-‐específicos	   fueron	   diseñados	   de	  

manera	  que	  cada	  uno	  genera	  un	  producto	  amplificado	  de	  diferente	  tamaño	  para	  permitir	  

su	  identificación	  inequívoca.	  La	  secuencia	  del	  iniciador	  FORWARD	  utilizado,	  común	  a	  todos	  

los	   alelos	   fue:	   5’-‐	   AGTGATGTGTGTGCCTACTCA-‐3,	   	  mientras	   que	   los	   iniciadores	   REVERSE	  

alelo-‐específicos	   para	   identificar	   cada	   una	   de	   las	   variantes	   posibles	   se	   muestran	   en	   la	  

Tabla	  2.	  

Tabla	  2.	  Iniciadores	  alelo	  específicos	  

Secuencia	  

Iniciador	  (5’à3’)	  

Nombre	   Producto	  amplificado	  (pb)	  

GATACTCGTGAGGTCACt	   MRC1-‐	  7RvS	   138	  

CCTCGATGGTGTGGATACTc	   MRC1-‐	  7RvA	   151	  

GATACTCGTGAGGTCACc	   MRC1-‐	  7RvG	   138	  

CCTCGATGGTGTGGATACTt	   MRC1-‐	  7RvT	   151	  

	  

Análisis	  estadísticos.	  Se	  utilizó	   la	  prueba	   	  de	  chi	  cuadrada	  para	  comparar	   la	  distribución	  

alélica	  y	  distribución	  de	  genotipos	  entre	  los	  pacientes	  con	  Tb	  pulmonar	  y	  los	  individuos	  del	  

grupo	   control	   por	   el	   método	   	   de	   la	   prueba	   exacta	   de	   Fisher	   con	   2	   colas	   	   utilizando	   el	  
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programa	   estadístico	  Graph	   Pad	   Prism	   versión	   	   5.0.	   El	   odds	   ratio	   (OR)	   y	   el	   intervalo	   de	  

confianza	  (CI)	  fueron	  calculados.	  El	  valor	  de	  OR	  es	  usado	  para	  estimar	  el	  riesgo	  relativo.	  Si	  

el	  valor	  de	  OR	  es	  igual	  a	  1	  	  esto	  indica	  que	  el	  factor	  no	  tiene	  efecto	  en	  la	  incidencia	  de	  la	  

enfermedad.	  Si	  el	  valor	  de	  OR	  es	  más	  grande	  que	  1	  esto	  indica	  que	  el	  factor	  es	  un	  riesgo	  

para	  la	  incidencia	  de	  la	  enfermedad.	  Si	  el	  valor	  de	  OR	  es	  menor	  que	  1	  esto	  indica	  que	  el	  

factor	   es	   protector.	   En	   cuanto	   a	   la	   frecuencia	   de	   los	   haplotipos,	   ésta	   fue	   	   estimada	  

mediante	  el	  programa	  computacional	  SNPstats.	  
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7.	  RESULTADOS	  

	  

1.-‐	  Determinación	  de	  las	  frecuencias	  alélicas	  de	  los	  SNPs	  del	  exón	  7	  del	  gen	  mrc1.	  

Para	  calcular	   las	   frecuencias	  alélicas	  en	   la	  población	  de	  estudio,	   se	  empleó	  un	  banco	  de	  

DNA	   genómico	   (N=155)	   conformado	   por	   donadores	   sanos	   integrado	   por	   60	   	   mujeres	  

(39%)	  y	  95	  hombres	  (61%).	  

Mediante	  el	  uso	  de	  los	  iniciadores	  diseñados	  (Forward:	  5’-‐	  AGTGATGTGTGTGCCTACTCA-‐3’	  	  

Reverse:	  5’-‐GTGCTCCCAGGATTAAAGCC-‐3’)	  se	  obtuvo	  un	  producto	  amplificado	  consistente	  

en	  una	  sola	  banda	  de	  233	  pb,	  correspondiente	   íntegramente	  al	  exón	  7	   	  del	  gen	  mrc1,	  el	  

cual	  al	  ser	  digerido	  con	  la	  enzima	  EcoRI	  generó	  los	  patrones	  de	  digestión	  esperados,	  como	  

se	  describe	  en	  la	  Figura	  2.	  Así	  mismo,	  mediante	  el	  uso	  de	  los	  iniciadores	  alelo	  específicos	  

descritos	  en	  la	  Tabla	  2	  se	  generó	  una	  sola	  banda	  para	  cada	  uno	  de	  los	  SNPs,	  de	  151pb	  para	  

el	  SNP	  T399A	  y	  de	  138pb	  para	  el	  SNP	  G396S	  como	  se	  muestra	  en	  la	  Figura	  3.	  
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Figura	  2.	  Patrones	  de	  digestión	  esperados	  después	  de	  la	  digestión	  del	  exón	  7	  del	  gen	  mrc1	  con	  
EcoR1.	  Gel	  de	  agarosa	  al	  2.5%.	  Carril	   1:	  marcador	  de	  peso	  molecular,	   carril	   2:	  homocigoto	  “gg”,	  
carril	   3:	   heterocigoto	   “cg”,	   carril	   4:	   heterocigoto“cg”,	   carril	   5:	   homocigoto	   “cc”,	   carril	   6:	  
homocigoto	  “cc”.	  

	  

	  	  	  	  

	  

	  

	  

	  

Figura	   3.	   Patrones	   electroforéticos	   esperados	   con	   iniciadores	   alelo	   específicos	   para	   los	   SNPs	  
G396S	  y	  T399A.	  Gel	  de	  agarosa	  al	  1.5%.	  Carril	  1:	  marcador	  de	  peso	  molecular,	  carril	  2:	  amplificado	  
del	  exón	  7	  del	  gen	  mrc1,	  carril	  3:	  amplificado	  de	   	  alelo	  S	   (S396),	  carril	  4:	  amplificado	  de	   	  alelo	  G	  
(G396),	  carril	  5:	  amplificado	  de	  	  alelo	  T	  (T399),	  carril	  6:	  amplificado	  de	  alelo	  	  A	  (A399).	  
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Para	  el	  SNP	  L407F	  se	  encontró	  que	  el	  alelo	  “c”	  tuvo	  una	  frecuencia	  0.88,	  mientras	  que	  el	  

alelo	  “g”	  tuvo	  una	  frecuencia	  de	  0.12	  en	  la	  población	  analizada.	  	  Para	  el	  SNP	  G396S	  fue	  de	  	  

0.43	  	  para	  el	  alelo	  “a”	  	  y	  0.57	  para	  el	  alelo	  “g”.	  En	  el	  caso	  del	  SNP	  T399A	  el	  alelo	  “g”	  estuvo	  

presente	  en	  47	  %	  del	  total	  de	  los	  individuos	  con	  una	  frecuencia	  de	  0.47,	  mientras	  que	  el	  

alelo	  “a”	  mostró	  una	  frecuencia	  de	  0.53.	  	  

De	   acuerdo	   con	   los	   datos	   de	   las	   frecuencias	   alélicas	   encontradas	   para	   los	   3	   SNPs	   no	  

sinónimos	  del	  exón	  7	  del	  gen	  mrc1,	  se	  puede	  concluir	  que	  	  en	  la	  población	  analizada	  el	  gen	  

mrc1	   en	   estas	   3	   posiciones	   se	   encontró	   polimórfico,	   a	   diferencia	   de	   lo	   reportado	  

previamente	   en	   una	   población	   china	   en	   la	   cual	   el	   gen	  mrc1	   en	   la	   posición	   407	   no	   se	  

encontró	  polimórfico	  (79).	  Mientras	  que	  en	  esa	  misma	  población	  de	  nacionalidad	  china	  las	  

frecuencias	  alélicas	  	  para	  el	  alelo	  “g”	  y	  el	  alelo	  “a”	  	  del	  SNP	  G396S	  	  fueron	  	  0.526,	  y	  0.474	  

respectivamente.	   En	   otro	   estudio	   en	   donde	   analizaron	   muestras	   de	   individuos	   de	  

nacionalidad	  vietnamita	  los	  SNPs	  L407F	  	  y	  	  T399A	  se	  encontraron	  no	  polimórficos	  (5).	  

La	  distribución	  de	  los	  alelos	  para	  estos	  3	  SNPs	  (L407F,	  G396S	  y	  T399A)	  	  	  en	  este	  grupo	  de	  

individuos	  control	  cumplió	  con	  el	  equilibrio	  de	  Hardy-‐Weinberg.	  	  

2.-‐	  Conformación	  de	  los	  grupos	  de	  casos	  y	  controles.	  

De	  diciembre	  del	  año	  2013	  al	  mes	  de	  agosto	  del	  año	  2014	  se	  atendieron	  65	  pacientes	  con	  

Tb	   pulmonar	   en	   el	   Centro	   de	   Investigación,	   Prevención	   y	   Tratamiento	   de	   Infecciones	  

respiratorias	  (CIPTIR;	  Colaboración	  con	  el	  Dr.	  Med.	  Luis	  Adrián	  Rendón	  Pérez)	  del	  Hospital	  

Universitario	   “Dr.	   José	   	   Eleuterio	   González”	   en	  Monterrey	   N.L.,	   los	   cuales	   accedieron	   a	  

formar	  parte	  del	  estudio	  a	  través	  de	  la	  firma	  del	  consentimiento	  informado.	  A	  cada	  uno	  de	  
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ellos	  se	  solicitó	  una	  muestra	  de	  sangre	  venosa,	  de	  la	  cual	  se	  extrajo	  la	  porción	  de	  células	  

mononucleares	  de	  sangre	  periférica,	  para	  posteriormente	   realizar	   la	   	  extracción	  de	  DNA	  

mediante	  la	  técnica	  de	  extracción	  con	  fenol-‐cloroformo.	  Una	  vez	  extraídos	  los	  DNAs,	  éstos	  

fueron	  cuantificados	  y	  visualizados	  en	  un	  del	  de	  agarosa	  para	  comprobar	  su	  integridad.	  De	  

esta	  manera	   se	   integró	  el	   banco	  de	  DNAg	  de	  pacientes	   con	  Tb	  pulmonar	   con	  el	   que	   se	  

trabajó	   en	   este	   estudio.	   Todos	   los	   pacientes	   incluidos	   presentaron	   diagnóstico	   clínico	   y	  

conformación	  bacteriológica	  de	  infección	  pulmonar	  con	  Mycobacterium	  tuberculosis.	  

Del	   total	  de	   los	  65	  pacientes	  con	  Tb	  pulmonar	   incluidos	  en	  este	  estudio	   	   la	  media	  de	   la	  

edad	  fue	  de	  41	  años,	  con	  un	  rango	  de	  19	  a	  58	  años.	  Se	  incluyeron	  al	  menos	  2	  pacientes	  de	  

cada	  edad	   representada	  en	  ese	   rango.	  El	   grupo	  control	  estuvo	   integrado	  por	   sujetos	  96	  

sanos,	  el	  rango	  de	  edad	  fue	  de	  19	  a	  60	  	  años	  y	  la	  media	  de	  la	  edad	  fue	  de	  40	  años.	  Como	  

se	   puede	   observar	   en	   la	   	   Figura	   4	   la	   media	   de	   la	   edad	   en	   ambos	   grupos	   no	   presenta	  

diferencia	  estadísticamente	  significativa	  (P=	  0.2325).	  	  

	  

Figura	   4.	   Comparativa	   de	   la	   edad	   entre	   casos	   (TBP)	   y	   controles.	   La	   barra	   sombreada	   indica	   el	  	  
rango	   de	   edad	   en	   los	   casos	   TBP	   (19-‐58	   años)	   y	   la	   media	   de	   la	   edad	   en	   este	   grupo:	   41	   años.	  
Mientras	  que	   	   la	  barra	  clara	   	   inidica	  el	   rango	  de	  edad	  en	   los	   individuos	  del	  grupo	  control	   (19-‐60	  
años)	  y	  la	  media:	  40	  años	  .	  No	  existe	  diferencia	  significativa	  en	  las	  edades	  de	  estos	  dos	  grupos	  (P=	  
0.2325).	  	  
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De	  los	  	  65	  pacientes	  con	  Tb	  pulmonar	  el	  40	  %	  es	  de	  sexo	  femenino	  y	  el	  60%	  corresponde	  al	  

sexo	  masculino.	  Ésta	  misma	  proporción	  de	  género	  se	  mantiene	  dentro	  del	  grupo	  control.	  

Del	  total	  de	  los	  pacientes	  con	  TBP,	  el	  40%	  (26/65)	  tiene	  una	  historia	  familiar	  de	  Tb,	  el	  83%	  

(54/65)	  de	  éstos	  recibieron	  la	  vacuna	  BCG,	  el	  39%	  (25/65)	  son	  diabéticos	  y	  el	  74%	  (48/65)	  

refiere	   que	   es	   la	   primera	   vez	   que	   le	   diagnostican	   tuberculosis	   pulmonar.	   El	   número	   de	  

individuos	  en	  el	  grupo	  control	  fue	  reducido	  a	  96	  debido	  a	  que	  se	  incluyeron	  en	  el	  análisis	  

posterior	   solamente	   a	   los	   individuos	   cuya	   edad	   estuviera	   representada	   en	   el	   rango	   de	  

edad	  del	  grupo	  de	  pacientes,	  incluyéndose	  al	  menos	  2	  individuos	  de	  la	  misma	  edad	  (Tabla	  

3).	  

	  

Tabla	  3.	  Características	  de	  controles	  sanos	  y	  pacientes	  con	  Tb	  pulmonar.	  

	   Tb	  pulmonar	  

N=65	  

Controles	  

N=96	  

P	  *	  

Edad	  (media)	  	   41	   40	   0.2325	  

Rango	  (min-‐max)	  	   (19	  -‐	  58)	  años	   (19	  -‐	  60)	  años	   -‐	  

Género	  (Fem:Masc)	   26(40%):39(60%)	   38(40%):58(60%)	   -‐	  

Historia	  familiar	  con	  Tb	   26(40%)	   ND	   -‐	  

Vacunación	  con	  BCG	  	   54(83%)	   ND	   -‐	  

Diabetes	   25(39%)	   ND	   -‐	  

Tb	  por	  primera	  vez	   48(74%)	   ND	   -‐	  

*Prueba	  de	  t	  	  no	  pareada	  con	  corrección	  de	  Welch	  
	  	  ND	  =No	  determinado	  
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3.	  Asociación	  genética	  del	  polimorfismo	  L407F	  (gen	  mrc1)	  con	  tuberculosis	  pulmonar.	  

Al	   analizar	   las	   frecuencias	   alélicas	   para	   el	   SNP	   L407F	   se	   encontró	   que	   el	   alelo	   más	  

frecuente	  fue	  el	  alelo	  “c”	  tanto	  en	  hombres	  como	  mujeres	  para	  ambos	  grupos	  de	  estudio,	  

como	  puede	  verse	  en	   la	   Tabla	  4.	   También	   se	   realizó	  el	   análisis	   de	   la	  distribución	  de	   los	  

alelos	   tanto	  en	  el	  grupo	  de	  casos	  como	  en	  el	  del	  grupo	  control,	  diferenciando	  por	  sexo,	  

pero	  no	  se	  encontró	  diferencia	  significativa	  (P>0.05),	  como	  puede	  verse	  en	  la	  	  Tabla	  4.	  	  No	  

se	  encontró	  una	  diferencia	  estadísticamente	  significativa	  entre	  las	  frecuencias	  alélicas	  en	  

el	  grupo	  de	  	  casos	  (Tb	  pulmonar)	  y	  el	  grupo	  control	  (P=	  0.8426)	  (Tabla	  5).	  	  

Tabla	  4.	  Frecuencias	  alélicas	  para	  L407F	  en	  Hombres	  y	  Mujeres.	  

	  

*Prueba	  Chi	  2.	  Prueba	  exacta	  de	  Fisher	  	  de	  2	  colas.	  P=	  <0.05	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	   	   	   	   	   	  
Grupo	  control	   Grupo	  Tb	  pulmonar	  

	  

SNP	  ID	   Posición	  

relativa	  

DNA	   Proteína	   Codón	  	   Alelo	   Hombres	  

	  

Mujeres	   Hombres	   Mujeres	   P*	  

Rs2437257	   1221	   c/g	   F	   407	   c	   105	  

(0.91)	  

68	  

(0.89)	  

71	  

(0.91)	  

47	  

(0.9)	  

0.8128	  

	   	   	   L	   	   g	   11	  	  

(0.09)	  

8	  

(0.11)	  

7	  

(0.09)	  

5	  

(0.1)	  

0.8128	  
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Tabla	  5.	  Frecuencias	  alélicas	  para	  L407F	  en	  el	  grupo	  control	  y	  el	  grupo	  casos	  TBP.	  

*Prueba	  Chi	  2.	  Prueba	  exacta	  de	  Fisher	  	  de	  2	  colas.	  P=	  <0.05	  

	  

La	  distribución	  de	   las	   	   frecuencias	   	   genotípicas	   	   encontradas	  en	  el	   grupo	   control	   fueron	  

0.802	   (c/c),	   0.198	   (c/g)	   y	   0	   (g/g),	  mientras	   que	   en	   el	   grupo	   de	   Casos	   con	   Tb	   pulmonar	  

fueron	  0.816,	  0.184	  y	  0	  respectivamente.	  En	  el	  análisis	  estadístico	  de	  la	  distribución	  de	  los	  

genotipos	  entre	  el	  grupo	  de	  pacientes	  con	  tuberculosis	  pulmonar	  y	  el	  grupo	  control	  no	  se	  

observó	  una	  diferencia	  significativa	  (P>0.05).	  De	  igual	  manera	  se	  analizó	  la	  distribución	  de	  

los	   genotipos	   diferenciando	   entre	   hombres	   y	   mujeres,	   sin	   encontrarse	   una	   diferencia	  

estadísticamente	  significativa	  entre	  los	  sexos	  (P>0.05)	  Tabla	  6.	  

	  

Tabla	  6.	  Distribución	  de	  genotipos	  del	  SNP	  L407F	  y	  asociación	  con	  Tb	  pulmonar.	  

SNP	  ID	   Posición	  

relativa	  

Nucleótido	   Genotipo	   Controles	   Casos	  (TBP)	   P	  <	  0.05	   Odds	  Ratio	  

(95%	  CI)	  

Rs2437257	   1221	   c/g	   c/c	   77(80.2%)	   53(81.5%)	   0.8337	   1.090	  

(0.4882-‐2.433)	  

	   	   	   c/g	   19(19.8%)	   12(18.4%)	   0.8337	   0.9176	  

(0.4110-‐2.048)	  

	   	   	   g/g	   0	   0	   -‐	   -‐	  

*Prueba	  Chi	  2.	  Prueba	  exacta	  de	  Fisher	  	  de	  2	  colas.	  P=	  <0.05	  

SNP	  ID	   Posición	  

relativa	  

DNA	   Proteína	   Codón	   Alelo	   Controles	   Casos	  (TBP)	   P	  <	  0.05	  

Rs2437257	   1221	   c/g	   F	   407	   c	   173	  

(0.9)	  

118	  

(0.91)	  

P>0.05	  

	   	   	   L	   	   g	   19	  

(0.1)	  

12	  

(0.09)	  
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Los	   resultados	  obtenidos	  en	  este	  estudio	   	   indican	  que	  el	   	  gen	  mrc1	  es	  polimórfico	  en	   la	  

posición	   407	   en	   nuestra	   población,	   a	   diferencia	   de	   dos	   poblaciones	   asiáticas	   como	  

Vietnam	   y	   China	   (5,80)	   en	   donde	   se	   encontró	   no	   polimórfico.	   	   Sin	   embargo	   en	   una	  

población	  latina	  como	  es	  el	  caso	  de	  individuos	  brasileños,	  este	  gen	  se	  observó	  polimórfico	  

en	  la	  posición	  407.	  En	  ese	  estudio	  se	  analizaron	  muestras	  de	  pacientes	  con	  Lepra,	  la	  cual	  

es	  una	  enfermedad	  también	  causada	  por	  una	  micobacteria.	  En	  esta	  población	  brasileña	  se	  

encontró	  que	  el	   SNP	   L407F	   se	   asoció	   a	   lepra	   y	   puede	   tener	   una	   función	  protectora	   (P=	  

0.035;OR=0.75)(5).	  

	  

4.	  Asociación	  genética	  del	  polimorfismo	  G396S	  (gen	  mrc1)	  con	  tuberculosis	  pulmonar.	  

Para	   el	   análisis	   de	   los	   SNPs	   G396S	   y	   T399A	   todas	   las	   muestras	   fueron	   amplificadas	  

utilizando	  iniciadores	  alelo	  específicos.	  

Se	  realizó	  el	  análisis	  de	  la	  distribución	  de	  los	  alelos	  para	  el	  SNP	  G396S	  tanto	  en	  el	  grupo	  de	  

pacientes	  como	  en	  el	  del	  grupo	  control	  diferenciando	  por	  sexo	  y	  no	  se	  encontró	  diferencia	  

significativa	   (P>0.05)	  Tabla	  7.	  No	  se	  observó	  una	  diferencia	   significativa	  en	   la	   frecuencia	  

alélica	  entre	  el	  grupo	  de	  pacientes	  con	  Tb	  pulmonar	  y	  el	  grupo	  de	  individuos	  control	  (P=	  

0.2888)	  Tabla	  8.	  
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	  Tabla	  7.	  Frecuencias	  alélicas	  para	  G396S	  en	  Hombres	  y	  Mujeres.	  

	  

*Prueba	  Chi	  2.	  Prueba	  exacta	  de	  Fisher	  	  de	  2	  colas.	  P=	  <0.05	  

	  

Tabla	  8.	  Frecuencias	  alélicas	  para	  G396S	  en	  el	  grupo	  control	  y	  el	  grupo	  casos	  TBP.	  

	  

	  

*Prueba	  Chi	  2	  .	  Prueba	  exacta	  de	  Fisher	  	  de	  2	  colas.	  P=	  <0.05	  

	  

Para	  el	  SNP	  G396S	  los	  genotipos	  a/a,	  a/g	  y	  g/g	  	  en	  la	  población	  control	  fueron	  encontrados	  

en	  	  un	  11.5,	  63.5	  y	  25	  porciento	  respectivamente.	  Mientras	  que	  en	  el	  grupo	  de	  pacientes	  

con	  Tb	  pulmonar	  	  la	  distribución	  de	  éstos	  genotipos	  fue	  	  de	  10.8,	  76.9	  y	  12.3	  porciento.	  	  El	  

genotipo	  g/g	  	  fue	  más	  frecuentemente	  encontrado	  en	  el	  grupo	  de	  individuos	  control.	  Éste	  

	   	   	   	   	   	  
Grupo	  control	   Grupo	  Tb	  pulmonar	  

	  

SNP	  ID	   Posición	  

relativa	  

DNA	   Proteína	   Codón	   Alelo	   Hombres	  

	  

Mujeres	   Hombres	   Mujeres	   P<0.05	  

Rs1926736	   1188	   a/g	   S	   396	   a	   48(0.41)	   35(0.46)	   38(0.49)	   26(0.5)	   P>0.05	  

	   	   	   G	   	   g	   68	  (0.59)	   41(0.54)	   40(0.51)	   26(0.5)	   	  

SNP	  ID	   Posición	  

relativa	  

DNA	   Proteína	   Codón	   Alelo	   Controles	   Tb	  

pulmonar	  

P<	  0.05	  

Rs1926736	   1188	   a/g	   S	   396	   a	   83(0.43)	   64(0.49)	   0.2888	  

	   	   	   G	   	   g	   109(0.57)	   66(0.51)	   	  
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genotipo	  resultó	  asociado	  a	  tuberculosis	  pulmonar	  (P=	  0.0477;OR=	  0.4211;95%CI	  0.1759-‐

1.0)	   con	   una	   posible	   función	   protectora.	   No	   se	   encontró	   diferencia	   significativa	   en	   la	  

distribución	  de	  los	  genotipos	  a/a	  y	  a/g	  entre	  el	  grupo	  de	  individuos	  control	  y	  el	  grupo	  de	  

pacientes	  con	  Tb	  pulmonar	  (P>0.05).Tabla	  9.	  

	  

De	   la	   misma	   manera	   que	   en	   este	   trabajo,	   el	   SNP	   G396S	   anteriormente	   se	   ha	   	   encontrado	  

polimórfico;	  tal	  es	  el	  caso	  de	  poblaciones	  de	  nacionalidad	  	  china,	  vietnamita	  y	  brasileña.	  Este	  SNP	  

fue	  asociado	  a	  tuberculosis	  pulmonar	  con	  una	  función	  protectora	  en	  una	  población	  china	  con	  una	  

significancia	  de	  P=	  0.037	  y	  un	  OR=0.76	   (80).	   	  Mientras	  que	   	  en	  una	  población	  vietnamita	  el	   SNP	  

G396S	   resultó	   asociado	   a	   lepra	   con	   una	   función	   protectora	   (P=	   0.035;OR=0.76).	   A	   diferencia	   de	  

pacientes	   con	   lepra	   de	   nacionalidad	  brasileña	   en	  donde	   este	   SNP	   se	   encontró	   asociado	   a	   Lepra	  

como	  un	  factor	  de	  riesgo	  (P=	  0.035;OR=1.34)(5).	  

	  

Tabla	  9.	  Distribución	  de	  genotipos	  del	  SNP	  G396S	  y	  asociación	  con	  Tb	  pulmonar.	  

	  

SNP	  ID	   Posición	  

relativa	  

Nucleótido	   Genotipo	   Controles	   Casos	  (TBP)	   P	  <	  0.05	   Odds	  Ratio	  

(95%	  CI)	  

Rs1926736	   1188	   a/g	   a/a	   11(11.5%)	   7(10.8%)	   0.8917	   0.9326	  

(0.3414-‐2.548)	  

	   	   	   a/g	   61(63.5%)	   50(76.9%)	   0.0718	   1.913	  

(0.9331-‐3.8)	  

	   	   	   g/g	   24(25%)	   8(12.3%)	   0.0477*	   0.4211	  

(0.1759-‐1.0)	  

*Prueba	  Chi	  2	  .	  Prueba	  exacta	  de	  Fisher	  	  de	  2	  colas.	  P=	  <0.05	  
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5.	  Asociación	  genética	  del	  polimorfismo	  T399A	  (gen	  mrc1)	  con	  tuberculosis	  pulmonar.	  

Para	  el	  SNP	  T399A	  los	  alelos	  a/	  g	  se	  encontraron	  distribuidos	  	  de	  igual	  manera	  (0.5	  y	  0.5).	  

Se	  realizó	  el	  análisis	  de	  la	  distribución	  de	  los	  alelos	  para	  el	  SNP	  T399A	  tanto	  en	  el	  grupo	  de	  

pacientes	  como	  en	  el	  del	  grupo	  control	  diferenciando	  por	  sexo	  y	  no	  se	  encontró	  diferencia	  

significativa	  (P>0.05).	  También	  se	  observó	  que	  los	  alelos	  a/	  g	  se	  encontraron	  distribuidos	  	  

de	   igual	   manera	   (0.5	   y	   0.5)	   Tabla	   10.	   No	   se	   observó	   una	   diferencia	   significativa	   en	   la	  

frecuencia	  alélica	  entre	  el	  grupo	  de	  pacientes	  con	  Tb	  pulmonar	  y	  el	  grupo	  de	   individuos	  

control	  (P=	  0.6464)	  Tabla	  11.	  

Tabla	  10.	  Frecuencias	  alélicas	  para	  T399A	  en	  Hombres	  y	  Mujeres.	  

	  

*Prueba	  Chi	  2.	  Prueba	  exacta	  de	  Fisher	  	  de	  2	  colas.	  P=	  <0.05	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	   	   	   	   	   	  
Grupo	  control	   Grupo	  Tb	  pulmonar	  

	  

SNP	  ID	   Posición	  

relativa	  

DNA	   Proteína	   Codón	   Alelo	   Hombres	  

	  

Mujeres	   Hombres	   Mujeres	   P<0.05	  

Rs2478577	   1197	   g/a	   A	   399	   g	   56(0.48)	   35(0.46)	   39(0.5)	   26(0.5)	   P>0.05	  

	   	   	   T	   	   a	   60	  (0.52)	   41(0.54)	   39(0.5)	   26(0.5)	   	  
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Tabla	  11.	  Frecuencias	  alélicas	  para	  T399A	  en	  el	  grupo	  control	  y	  el	  grupo	  casos	  TBP.	  

	  

	  

SNP	  ID	   Posición	  

relativa	  

DNA	   Proteína	   Codón	   Alelo	   Controles	   Tb	  

pulmonar	  

P	  <	  0.05	  

Rs2778577	   1197	   g/a	   A	   399	   g	   91	  

(0.47)	  

65	  

(0.5)	  

0.6464	  

	   	   	   T	   	   a	   101	  

(0.53)	  

65	  

(0.5)	  

	  

*Prueba	  Chi	  2.	  Prueba	  exacta	  de	  Fisher	  	  de	  2	  colas.	  P=	  <0.05	  

	  

La	  distribución	  de	   los	  genotipos	  g/g,	  g/a	  y	  a/a	  del	   SNP	  T399A	  en	  el	   grupo	  de	   individuos	  

control	   fue	  en	  un	  1,	  92.7	  y	  6.3	  porciento	  respectivamente.	  Mientras	  que	  en	  el	  grupo	  de	  

pacientes	  con	  Tb	  pulmonar	  el	  único	  genotipo	  presente	  fue	  el	  de	  los	  heterocigotos	  (g/a).	  En	  

el	   análisis	   de	   	   la	   distribución	   de	   los	   genotipos	   entre	   el	   grupo	   de	   individuos	   control	   y	   el	  

grupo	  de	  pacientes	  con	  Tb	  pulmonar	  el	  genotipo	  g/a	  fue	  encontrado	  más	  frecuentemente	  	  

en	  el	  grupo	  de	  pacientes	  con	  Tb	  pulmonar.	  Este	  genotipo	  resultó	  asociado	  a	  tuberculosis	  

pulmonar	   como	   un	   factor	   de	   riesgo	   (P=	   0.0260;	   OR=	   10.98;	   95%	   CI	   0.6155-‐195.8).	  

Mientras	   que	   el	   genotipo	   a/a	   	   resultó	   asociado	   a	   Tb	   pulmonar	   con	   una	   posible	   función	  

protectora	   (P=	   0.0400;	   OR=	   0.1063;	   95%	   CI	   0.005879-‐1.921).Por	   otra	   parte,	   no	   se	  

encontraron	  diferencias	  significativas	  en	  la	  distribución	  del	  genotipo	  g/g	  entre	  el	  grupo	  de	  

pacientes	  con	  Tb	  pulmonar	  y	  el	  grupo	  control	  (P=	  0.4091).Tabla	  12.	  
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Tabla	  12.	  Distribución	  de	  genotipos	  del	  SNP	  T399A	  y	  asociación	  con	  Tb	  pulmonar.	  

	  

SNP	  ID	   Posición	  

relativa	  

Nucleótido	   Genotipo	   Controles	   	  Casos	  (TBP)	   P	  <	  0.05	   Odds	  Ratio	  

(95%	  CI)	  

Rs2478577	   1197	   g/a	   g/g	   1	  (1%)	   0	   0.4091	   0.4860	  

(0.01948-‐12)	  

	   	   	   g/a	   89(92.7%)	   65(100%)	   0.0260*	   10.98	  

(0.6155-‐195.8)	  

	   	   	   a/a	   6(6.3%)	   0	   0.0400*	   0.1063	  

(0.005879-‐1.921)	  

*Prueba	  Chi	  2	  .	  Prueba	  exacta	  de	  Fisher	  	  de	  2	  colas.	  P=	  <0.05	  

	  

El	  SNP	  T399A	  solo	  se	  ha	  estudiado	  en	  una	  población	  vietnamita	  en	  donde	  se	  encontró	  no	  

polimórfico	  (5).	  No	  hay	  reportes	  de	  éste	  SNP	  asociado	  a	  alguna	  otra	  enfermedad.	  

	  

6.	  Estimación	  de	  la	  frecuencia	  de	  haplotipos.	  

Para	   llevar	   a	   cabo	  una	   estimación	  de	   la	   frecuencia	   de	   haplotipos	   se	   utilizó	   el	   programa	  

estadístico	   SNPstats	   (45),	   fijando	   la	   variable	   “respuesta”	   a	   la	   pertenencia	   al	   grupo	  

(Casos/Controles),	   y	   empleando	   como	   co-‐variable	   categórica	   el	   sexo	   (Hombre/Mujer),	   y	  

como	  co-‐variable	  cuantitativa	  a	   la	  edad.	  Se	  estableció	  el	  1%	  (0.01)	  como	  punto	  de	  corte	  

para	  la	  estimación	  de	  haplotipos	  poco	  frecuentes	  en	  la	  muestra	  analizada	  (N=	  161).	  

Se	   construyeron	   seis	   haplotipos	   posibles,	   de	   los	   cuales	   	   los	   primeros	   tres	   haplotipos	  

mostrados	  en	  la	  Tabla	  13	  	  constituyen	  los	  más	  frecuentes,	  representando	  en	  su	  conjunto	  

el	  	  81.53	  %	  	  del	  total	  de	  los	  haplotipos	  encontrados	  en	  la	  población	  analizada	  (N=	  161).	  
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El	   haplotipo	   más	   frecuente	   (36.81%)	   se	   encontró	   diferencialmente	   representado	   en	  

ambos	   grupos,	   ya	   que	   el	   el	   grupo	   de	   casos	   (TBP)	   se	   encontró	   con	   una	   frecuencia	   del	  

49.21%,	  mientras	  que	  en	  el	  grupo	  control	  se	  encontró	  con	  una	  frecuencia	  de	  24.57%,	   lo	  

que	   pudiera	   indicar	   que	   éste	   haplotipo	   (agc/SAF)	   se	   encuentra	   asociado	   a	   tuberculosis	  

pulmonar	   como	   un	   factor	   de	   riesgo.	   Por	   otra	   parte	   el	   tercer	   haplotipo	   más	   frecuente	  

(11.63%)	   se	   encontró	   mayoritariamente	   representado	   en	   el	   grupo	   control	   (12.93%)	  

comparado	   con	   un	   3.04%	   en	   el	   grupo	   de	   pacientes	   con	   TBP,	   lo	   que	   sugiere	   que	   este	  

haplotipo	  (ggc/GAF)	  estaría	  asociado	  a	  tuberculosis	  pulmonar	  con	  un	  efecto	  protector.	  	  

El	  segundo	  haplotipo	  más	  frecuente	  (33.09%)	  presentó	  una	  distribución	  comparable	  entre	  

ambos	  grupos.	  Otros	  haplotipos	  minoritarios	  encontrados	  en	   la	  población	  de	  estudio	   se	  

muestran	  la	  Tabla	  13.	  

Tabla	  13.	  Estimación	  de	  la	  frecuencia	  de	  haplotipos.	  

Distribución	  de	  las	  frecuencias	  de	  los	  haplotipos	  	  (N=161)	  

	   snp396	   snp399	   snp407	   Total	   Casos	   Controles	   F*	   Proteína	  

1	  	   a	   g	   c	   0.3681	   0.4921	   0.2457	   0.3681	   SAF	  

2	  	   g	   a	   c	   0.3309	   0.385	   0.4173	   0.699	   GTF	  

3	  	   g	   g	   c	   0.1163	   0.0304	   0.1293	   0.8153	   GAF	  

4	  	   g	   a	   g	   0.0963	   0.0518	   0	   0.9116	   GTL	  

5	  	   a	   a	   c	   0.0884	   0.0632	   0.1088	   1	   STF	  

6	  	   g	   g	   g	   0	   0.0405	   0.0211	   1	   GAL	  

*Frecuencia	  acumulada	  
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8.	  DISCUSIÓN	  

	  

Los	  	  receptores	  de	  reconocimiento	  de	  patrón	  (PRRs)	  interactúan	  con	  patrones	  moleculares	  

asociados	   a	   patógenos	   (PAMPs)	   involucrados	   en	   la	   fagocitosis	   de	   diferentes	  

microorganismos	  por	  parte	  de	  los	  macrófagos	  (71).	  

Muchos	   reportes	   	  han	  mostrado	  que	  variantes	  genéticas	  en	  algunos	  PRRs	  como	  el	  TLR2	  

(72),	  TRL4	  (25)	  y	  CD14	  (57)	  	  están	  asociados	  	  con	  	  susceptibilidad	  a	  tuberculosis.	  	  

Así	  mismo,	  recientes	  estudios	  han	  reportado	  que	  uno	  de	  estos	  PRRs	  como	  es	  el	  receptor	  

de	  manosa	  (CD206)	  juega	  un	  papel	  muy	  importante	  en	  la	  inmunidad	  innata	  y	  adaptativa.	  

El	  CD206	  activa	  la	  respuesta	  inmune	  por	  el	  reconocimiento	  extracelular	  de	  carbohidratos	  

que	  presentan	   en	   su	   estructura	   algunos	  microorganismos	  patógenos	   y	   pueden	   jugar	   un	  

importante	  papel	  en	   la	   infección	  de	  Tb.	  Sin	  embargo	  polimorfismos	  en	  el	  gen	  mrc1	  que	  

codifica	  para	  el	  receptor	  de	  manosa	  no	  han	  sido	  estudiados	  en	  México.	  Por	  lo	  tanto	  no	  se	  

han	   reportado	   polimorfismos	   en	   este	   gen	   asociados	   con	   tuberculosis	   pulmonar	   en	  

poblaciones	  mexicanas.	  	  En	  otros	  países	  del	  mundo	  	  se	  ha	  estudiado	  el	  gen	  	  mrc1	  y	  ha	  sido	  

encontrado	   asociado	   a	   diferentes	   enfermedades	   como	   tuberculosis	   (79,80),	   lepra	   (5),	  

asma	  (29)	  y	  sarcoidosis	  (30).	  

Nuestra	  hipótesis	  fue	  que	  los	  polimorfismos	  no	  sinónimos	  ubicados	  en	  el	  exón	  7	  del	  gen	  

mrc1	   	   analizados	  en	  este	  estudio:	  1188a/g,	   (G39S);	  1197g/a,	   (T399A)	  y	  1221c/g,	   (L407F)	  

están	  asociados	  a	  tuberculosis	  pulmonar	  en	  una	  población	  del	  norte	  de	  México.	  El	  exón	  7	  

codifica	   para	   el	   CTLD2	   del	   CD206.	   El	   CTLD2	   no	   esta	   directamente	   involucrado	   en	   el	  
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reconocimiento	   del	   ligando	   sin	   embargo	   éste	   ha	   sido	   implicado	   en	   el	   plegamiento	   del	  

receptor.	  Polimorfismos	  de	  un	  	  solo	  nucleótido	  en	  este	  exón	  podrían	  por	  lo	  tanto	  afectar	  

el	  reconocimiento	  de	  sus	  ligandos,	  aunque	  esto	  no	  ha	  sido	  plenamente	  demostrado.	  

En	   nuestra	   población	   el	   gen	   mrc1	   en	   la	   posición	   396,	   399	   y	   407	   (exón	   7)	   se	   observó	  

polimórfico	   en	   contraste	   con	   una	   población	   china	   analizada	   por	   Zhang	   et	   al.	   (80)	   en	   el	  	  

2012	  en	  el	  que	  analizó	  el	  gen	  mrc1	  en	  la	  posición	  	  407	  y	  	  no	  se	  encontró	  polimórfico.	  De	  la	  

misma	  manera	  el	  gen	  mrc1	  en	  la	  posición	  399	  se	  analizó	  en	  una	  población	  vietnamita	  (5)	  y	  

no	  se	  encontró	  polimórfico.	  	  

En	   nuestro	   estudio	   para	   el	   SNP	   G396S,	   el	   genotipo	   g/g	   	   fue	   más	   frecuentemente	  

encontrado	   en	   el	   grupo	   de	   individuos	   control.	   Éste	   genotipo	   resultó	   asociado	   a	  

tuberculosis	  pulmonar	  (P=	  0.0477;	  OR=	  0.4211;	  95%CI	  0.1759-‐1.0)	  con	  una	  posible	  función	  

protectora.	   	  Mientras	  que	  en	  un	  estudio	  realizado	  por	  Zhang	  et	  al.	  (80)	  el	  alelo	  “g”	  en	  la	  

población	   china	   que	   ellos	   analizaron	   también	   para	   el	   SNP	   G396S,	   fue	   encontrado	   más	  

frecuente	  en	  el	  grupo	  de	  individuos	  sanos	  con	  una	  significancia	  de	  	  P	  =	  0.037;	  OR	  =	  0.76;	  

95%	  CI,	  0.58-‐0.9.	  El	  valor	  de	  OR	  	  fue	  menor	  de	  1	  indicando	  que	  éste	  genotipo	  o	  alelo	  tiene	  

efectos	   en	   el	   desarrollo	   de	   TB	   pulmonar	   y	   puede	   reducir	   el	   riesgo	   de	   padecer	   Tb	  

pulmonar,	  es	  decir	  este	  genotipo	  tiene	  un	  efecto	  protector.	  	  

En	  el	  estudio	  realizado	  por	  Hattori	  et	  al.(29)	  	  en	  una	  población	  japonesa	  en	  el	  año	  2009	  	  el	  

alelo	  “g”	  del	  SNP	  G396S	  fue	  encontrado	  asociado	  a	  asma	  con	  un	  efecto	  protector	  para	  el	  

desarrollo	  de	  esta	  enfermedad	  (P=0.011,	  OR=0.61).	  	  
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El	   SNP	   G396S	   del	   gen	  mrc1	   	   es	   un	   polimorfismo	   no	   sinónimo	   	   en	   el	   que	   se	   cambia	   el	  

aminoácido	  glicina	  (Gly)	  por	  un	  residuo	  de	  serina	  (Ser).	  Una	  mutación	  en	  este	  sitio	  podría	  

alterar	   la	   función	   del	   receptor	   de	  manosa	   afectando	   la	   unión	   de	   los	   polisacáridos	   de	   la	  

pared	  de	  Mycobacterium	  tuberculosis,	  contribuyendo	  así	  a	  la	  modulación	  de	  la	  respuesta	  

inmune	  que	  se	  monta	  ante	  la	  infección.	  La	  demostración	  del	  efecto	  de	  dicho	  polimorfismo	  

en	  el	  reconocimiento	  de	  sus	  ligandos,	  y	  las	  consecuencias	  subsecuentes	  en	  su	  activación	  y	  

modulación	  de	  la	  respuesta	  inmune	  requieren	  de	  mayores	  estudios.	  	  

Existe	  un	  solo	  reporte	  del	  análisis	  del	  SNP	  T399A	  (ubicado	  en	  el	  exón	  7)	  en	  una	  población	  

vietnamita	   encontrándose	   no	   polimórfico	   a	   diferencia	   de	   que	   en	   nuestra	   población	   se	  

encontró	  polimórfico.	   	  En	  este	  SNP	  el	  genotipo	  a/a	   	  resultó	  asociado	  a	  Tb	  pulmonar	  con	  

una	  posible	  función	  protectora	  (P=	  0.0400;	  OR=	  0.1063;	  95%	  CI	  0.005879-‐1.921).	  

En	  el	  análisis	  de	  la	  distribución	  de	  haplotipos	  en	  nuestra	  población	  	  el	  haplotipo	  agc/SAF	  

se	  encontró	  más	  frecuente	  en	  el	  grupo	  de	  pacientes	  con	  Tb	  pulmonar	  	  por	  lo	  que	  puede	  

indicar	  que	  está	  asociado	  a	  tuberculosis	  pulmonar	  como	  un	  factor	  de	  riesgo.	  Mientras	  que	  

el	   haplotipo	   ggc/GAF	   se	   encontró	   frecuentemente	   en	   el	   grupo	   control	   lo	   que	   puede	  	  

sugerir	  que	  este	  haplotipo	  podría	  estar	  asociado	  a	   tuberculosis	  pulmonar	   con	  un	  efecto	  

protector.	  	  	  En	  un	  estudio	  realizado	  en	  China	  en	  donde	  también	  analizaron	  haplotipos	  del	  

gen	  mrc1	  no	  encontraron	  asociación	  entre	  los	  haplotipos	  SAF,	  GTF	  y	  GAF	  con	  el	  desarrollo	  

de	   Tb	   pulmonar	   (79).	   Por	   otra	   parte	   en	   un	   estudio	   en	   población	   brasileña	   en	   donde	  

analizaron	  haplotipos	  del	  gen	  mrc1	  para	  observar	  su	  asociación	  con	  lepra	  encontraron	  que	  

el	   haplotipo	   	   GAF	   	   se	   asoció	   	   a	   lepra	   multibacilar	   como	   un	   factor	   de	   riesgo	   [P	   =0.004	  

OR=1.61	  (1.21-‐2.14)]	  mientras	  que	  el	  haplotipo	  SAF	  	  resultó	  asociado	  a	  lepra	  multibacilar	  
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con	  una	  función	  protectora	  con	  una	  significancia	  de	  P	  =0.004	  	  y	  un	  OR=0.68	  (0.50-‐0.93).	  Se	  

puede	  observar	  	  que	  a	  pesar	  de	  que	  la	  lepra	  y	  la	  tuberculosis	  son	  enfermedades	  	  causadas	  

por	   micobacterias;	   nuestros	   resultados	   	   al	   ser	   comparados	   con	   otra	   población	   latina	  

(brasileños)	  difieren	  en	  el	   análisis	   de	  haplotipos.	   	   Es	  decir	  mientras	  que	  en	   la	  población	  

mexicana	  analizada	  en	  este	  estudio	  el	  haplotipo	  GAF	  se	  encontró	  asociado	  a	  Tb	  pulmonar	  

con	   un	   efecto	   protector	   en	   la	   población	   brasileña	   éste	   haplotipo	   se	   asoció	   	   a	   lepra	  

multibacilar	   como	   un	   factor	   de	   riesgo.	   Cabe	   mencionar	   que	   en	   este	   mismo	   estudio	  

demostraron	  que	  el	  receptor	  de	  manosa,	  portador	  de	  los	  haplotipos	  SAF	  y	  GAF	  es	  incapaz	  

de	   reconocer	  e	   internalizar	  Mycobacterium	   leprae	  por	  células	  HEK293	   transfectadas	  con	  

ambas	  versiones	  recombinantes	  del	  receptor	  (5).	  	  
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9.	  CONCLUSIONES	  

	  

1.	  Los	  3	  SNPs	  analizados	  en	  este	  estudio:	  G396S,	  T399A	  y	  L407F	  (ubicados	  en	  el	  exón	  7	  del	  

gen	  mrc1)	  resultaron	  polimórficos	  en	  nuestra	  población.	  

2.	  El	  SNP	  L407F	  no	  se	  encontró	  asociado	  al	  desarrollo	  de	  tuberculosis	  pulmonar	  en	  nuestra	  

población.	  	  

3.	  De	  acuerdo	  con	  los	  resultados	  obtenidos	  se	  encontró	  una	  asociación	  estadísticamente	  

significativa	   entre	   los	   polimorfismos	   1188g	   	   y	   1197a	   con	   el	   desarrollo	   de	   Tb	   pulmonar	  

encontrándose	  un	  efecto	  protector.	  

4.	   De	   los	   tres	   haplotipos	   más	   frecuentes	   encontrados	   (SAF,	   GTF,	   GAF):	   el	   haplotipo	  

agc/SAF	  se	  encontró	  más	  frecuente	  en	  el	  grupo	  de	  pacientes	  con	  Tb	  pulmonar	  	  por	  lo	  que	  

puede	   indicar	   que	   está	   asociado	   a	   tuberculosis	   pulmonar	   como	   un	   factor	   de	   riesgo.	  

Mientras	   que	   el	   haplotipo	   ggc/GAF	   se	   encontró	   mayoritariamente	   representado	   en	   el	  

grupo	   control	   lo	   que	   puede	   	   sugerir	   que	   este	   haplotipo	   estaría	   asociado	   a	   tuberculosis	  

pulmonar	  con	  un	  efecto	  protector.	  	  
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APENDICE	  A	  

Preparación	  de	  reactivos	  

	  

Bromuro	  de	  etidio	  	  0.5mg/ml	  (Stock)	  

Disolver	  25	  mg	  de	  bromuro	  de	  etidio	  en	  40	  ml	  de	  agua	  ultrapura	  y	  aforar	  a	  50ml.	  Almacenar	  a	  4°	  C	  

protegido	  de	  la	  luz	  en	  un	  recipiente	  de	  vidrio	  ámbar.	  Para	  preparar	  	  la	  solución	  de	  trabajo	  (2µg/ml)	  

se	  efectua	  una	  dilución	  1:250	  de	  la	  solución	  stock	  (1	  ml	  del	  stock+249	  ml	  de	  agua	  ultrapura).	  

	  

EDTA	  (ácido	  etilendiaminotetracético)	  	  500mM	  pH	  8.0	  

Disolver	  9.306g	  de	  NA2	  EDTA.	  H2O	  en	  40	  ml	  de	  agua	  ultra	  pura,	  ajustar	  el	  Ph	  a	  8.0	  con	  lentejas	  de	  

NAOH	  y	  aforar	  a	  50ml.	  Esterilizar	  en	  autoclave.	  

	  

Gel	  de	  agarosa	  al	  0.8%	  

Disolver	  0.4	  g	  de	  agarosa	  grado	  biología	  molecular	  en	  50	  ml	  de	  TBE	  	  1X,	  calentar	  hasta	  disolución	  

total.	  Una	   vez	   que	  hayan	   cesado	   los	   vapores	   añadir	   4µl	   de	   bromuro	  de	   etidio	   2µg/mL	  mezclar	   y	  

vaciar	  a	  la	  cámara	  de	  electroforesis.	  

	  

Gel	  de	  agarosa	  al	  1.5%	  

Disolver	  0.75g	  de	  agarosa	  grado	  biología	  molecular	  en	  50	  ml	  de	  TBE	  	  1X,	  calentar	  hasta	  disolución	  

total.	  Una	   vez	   que	  hayan	   cesado	   los	   vapores	   añadir	   4µl	   de	   bromuro	  de	   etidio	   2µg/mL	  mezclar	   y	  

vaciar	  a	  la	  cámara	  de	  electroforesis.	  
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Gel	  de	  agarosa	  al	  2.5%	  

Disolver	  1.25g	  de	  agarosa	  grado	  biología	  molecular	  en	  50	  ml	  de	  TBE	  	  1X,	  calentar	  hasta	  disolución	  

total.	  Una	   vez	   que	  hayan	   cesado	   los	   vapores	   añadir	   7µl	   de	   bromuro	  de	   etidio	   2µg/mL	  mezclar	   y	  

vaciar	  a	  la	  cámara	  de	  electroforesis.	  

	  

Buffer	  de	  carga	  para	  elcetroforesis	  

Disolver	  25	  mg	  de	  azul	  de	  bromofenol,	  25	  mg	  de	  xilencianol	  y	  3.0	  ml	  de	  glicerol	  en	  TE	  1X	  pH	  8.0	  y	  

aforar	  a	  10	  ml.	  No	  esterilizar.	  

Solución	  salina	  al	  0.85%	  

	  Disolver	  0.85g	  de	  NaCl	  en	  100	  ml	  de	  agua	  destilada.	  Esterilizar	  en	  autoclave.	  

TBE	  (Tris-‐ácido	  bórico-‐EDTA)	  10X	  (Stock)	  

	  Disolver	  54	  g	  	  	  de	  Tris-‐base	  y	  27.5g	  de	  ácido	  bórico	  en	  20	  ml	  de	  EDTA	  500mM	  y	  en	  agua	  ultrapura,	  

aforar	  a	  500	  ml.	  Esterilizar	  en	  autoclave.	  Para	  preparar	  la	  solución	  de	  trabajo	  1X	  se	  mezclan	  100	  ml	  

de	  agua	  destilada	  estéril	  y	  se	  afora	  a	  1	  L.	  

	  

TE	  (Tris-‐EDTA)	  1X	  pH	  8.0	  

Mezclar	  500	  µl	  de	  Tris-‐HCl	  500	  mM	  pH	  8.0	  y	  50	  µl	  de	  EDTA	  500mM	  en	  agua	  destilada,	  ajustar	  el	  pH	  	  

a	  8.0	  y	  aforar	  a	  25ml.	  Esterilizar	  en	  autoclave.	  

	  

Tris-‐HCl	  500	  mM	  pH	  8	  

Disolver	  30.3	  g	  de	  Tris	  base	  en	  300	  ml	  de	  agua	  ultrapura,	  ajustar	  el	  pH	  a	  8.0	  con	  HCl	  concentrado	  y	  

aforar	  a	  500	  ml.	  
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Folio (MICROBIOLOGÍA):  
GRUPO: CONTROL TB TB/DIABETES TB/VIH Clave de Proyecto MB13-001 
 
A) DATOS DE IDENTIFICACIÓN. 
 
1. Nombre: _____________________________________ Apellidos: ____________________________ 
2.  Dirección: ____________________________________________Municipio:____________________ 
3. Tiempo de residir en el municipio actual (años):    _____________ 
4. Lugar de Nacimiento (Municipio/Estado): ________________________________________________ 
5. ¿A vivido por más de 1 año en otro estado?___________ ¿Cual? ______________________________ 
6. ¿Podemos contactarlo(a) si es necesario?        SI  / NO      Tel: ________________________________ 
Cel:____________________________________E-mail: _______________________________________ 
 
B) DATOS PERSONALES 
 
7. ¿Cuál es su fecha de nacimiento? __________________________ ¿Cuántos años tiene?: ___________ 
8. Sexo:  1) Femenino      2) Masculino 
      
C) ANTECEDENTES PERSONALES Y HABITOS GENERALES 
 
9. ¿Cuál es su ocupación Actual?:  
 1) Desempleado     2) Empleado dependiente       3) Empleado independiente      4) Jubilado/Retirado      

5) Estudiante 
10. ¿La casa en la que Usted vive es?      
 1) Propia      2) Rentada       3) Prestada     4) Otra  __________________ 
11. ¿Conoce o ha escuchado hablar del VIH/SIDA?  SI / NO          
12. ¿La padece usted?   1) Si      2) No     3) No sabe 
 (En caso de respuesta afirmativa)   Fecha de diagnóstico: ____________________________________ 
 ¿Recibió profilaxis con Isoniazida?  SI / NO    ¿Hace cuánto? _________________________________ 
13. ¿Es usted diabético?    1) Si           2) No  3) No sabe 
14. ¿Padece usted alguna otra enfermedad pulmonar distinta a TB?  SI / NO ¿Cuál? __________________ 
 
D) ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES 
15. ¿Alguien de su familia ha padecido tuberculosis?  SI / NO       ¿Cuál es su parentesco?: 
 1) Padre          2) Madre         3) Abuelos Paternos       4) Abuelos Maternos     
 5) Hermanos   6) Hijos           7) Esposo(a)       8) Otros__________________ 
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16. ¿Convive con este familiar? SI / NO  ¿Cuantos días a la semana convive usted con él?  
 1) Ocasionalmente        2)1-2 días           3) 3 días          4) más de 3 días 
17. ¿Tiene algún familiar diabético?  SI / NO    ¿Cuál es su parentesco?:   
 1) Padre          2) Madre         3) Abuelos Paternos       4) Abuelos Maternos     
 5) Hermanos   6) Hijos           7) Esposo(a)      8) Otros__________________ 
 
E) ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS  
 
18. ¿Es la primera vez que le diagnostican tuberculosis? SI / NO 
19. Si tuvo tuberculosis previamente. ¿Hace cuánto tiempo presentó TB? __________________ 
20. ¿Se ha hecho la prueba de la tuberculina (PPD)?  SI / NO    ¿Cuál fue su resultado del PPD? ________ 
21. ¿Se le hizo radiografía de Tórax? SI / NO ¿Cuál fue la interpretación médica? ___________________ 
22. ¿Recibió tratamiento farmacéutico para la Tuberculosis?  1) Si     2) No     3) Aun lo toma 
      ¿Cuánto tiempo tiene con el tratamiento?___________ Fecha en que inició el tratamiento: _________ 
23. ¿Siguió alguna campaña del T.A.E.S.? SI / NO 
24. ¿Termino el esquema de tratamiento T.A.E.S?  SI / NO 
25. ¿Hace cuánto tiempo termino el tratamiento? ___________ Fecha de fin de tratamiento: ___________ 
 
F)  DATOS CLÍNICOS 
 
26. ¿Tiempo de presentar síntomas?  __años    __ meses. Fecha de inicio de síntomas: ________________ 
27. Estudios previos:   
 (  ) PPD    Fecha: _________________ Lugar: _________________ Resultado: _____________ 
     (  ) Rd Torax   Fecha: _________________ Lugar: _________________ Resultado: _____________ 
 (  ) BAAR  Fecha: _________________ Lugar: _________________ Resultado: _____________ 
 
OBSERVACIONES: 
_____________________________________________________________________________________
_____________________________________________________________________________________ 
Nombre y firma de quien aplicó la encuesta: _________________________________________________ 
 
Lugar y fecha en donde se realizó la encuesta: ________________________________________________ 
Los datos personales recabados serán protegidos y tratados con carácter de confidencialidad. Así mismo, hacemos de su conocimiento que los 
estudios y análisis que se lleven a cabo con el material biológico que proporcione tienen fundamento en la Norma Oficial Mexicana NOM-006-
SSA2-1993, para la prevención y control de la tuberculosis en la atención primaria a la salud; Norma Oficial Mexicana NOM-010-SSA2-2012, 
para la prevención y el control de la infección por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana, y la Norma Oficial Mexicana NOM-017-SSA2-
1994, para la vigilancia epidemiológica. Los productos biológicos que Usted proporcione quedarán a resguardo en el Departamento de 
Microbiología de la Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de Nuevo León, y en el Centro de Investigación, Prevención y 
Tratamiento de Infecciones Respiratorias (CIPTIR) del Hospital Universitario "Dr. José Eleuterio González". Los proyectos de investigación en 
los que se use el material biológico que Usted proporcione cuentan con la aprobación de la Comisión de bioética de la Subdirección de 
Investigación de la Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de Nuevo León (Proyecto Clave MB13-001). El responsable del resguardo 
y buen uso de sus Datos Personales en el Departamento de Microbiología de la Facultad de Medicina es el Dr. José Prisco Palma Nicolás, y la 
dirección a donde el interesado podrá ejercer los derechos de Acceso, Rectificación, Cancelación y Oposición a su uso ante la misma es en Av. 
Francisco I. Madero y Dr. Eduardo Aguirre Pequeño s/n, Col. Mitras Centro, C.P. 64460, Monterrey, N.L. México.  
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